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La acuicultura es uno de los sectores que ha experimentado mayor crecimiento en los últimos 
años. La intensificación en la producción acuícola se ha visto acompañada de la aparición de 
problemas patológicos, causando pérdidas económicas significativas para la industria. El desarrollo de 
métodos eficaces de prevención y control de enfermedades infecciosas requiere la identificación de los 
agentes etiológicos y el conocimiento de su efecto sobre el sistema inmunitario de los peces. En este 
estudio se han identificado las principales bacterias causantes de mortalidad en rodaballos y lenguados 
cultivados en piscifactorías del Noroeste de España (Galicia) y se han estandarizado técnicas basadas 
en espectrofotometría y citometría de flujo para el análisis de la respuesta inmunitaria innata. Además, 
se han analizado el efecto de la infección con T. maritimum sobre parámteros hematológicos e 
inmunológicos y el efecto de factores inherentes a las vacunas y de la temperatura ambiente, en el 
desarrollo de la respuesta inmune protectora en rodaballo y lenguado. Los resultados de este estudio 
han proporcionado información de interés para la selección de marcadores del estado sanitario de los 
peces y para el establecimiento de estrategias de vacunación eficaces adaptadas a los sistemas de 
cultivo de rodaballo y lenguado, especies de alto valor comercial a nivel mundial. 




Aquaculture is one of the fastest growing sectors in recent years. Intensification of aquaculture 
production has been accompanied by the emergence of pathological problems, causing significant 
economic losses to the industry. The development of effective methods of prevention and control of 
infectious diseases requires the identification of etiological agents and knowledge of their effect on the 
immune system of fish. In this study, the main bacteria causing mortality in turbot and sole grown in 
farms in Northwest Spain (Galicia) have been identified and techniques based on spectrophotometry 
and flow cytometry for the analysis of the innate immune response have been standardised. In 
addition, the effect of experimental infection with T. maritimum on haematological and immunological 
parameters and the effect of factors inherent to vaccines and ambient temperature on the development 
of the protective immune response in turbot and sole have been analysed. The results of this study 
have provided information of interest for the selection of markers of fish health status and for the 
establishment of effective vaccination strategies adapted to the farming systems of turbot and sole, 
species of high commercial value worldwide 
 




A acuicultura é un dos sectores que experimentou maior crecemento nos últimos anos. A 
intensificación na produción acuícola viuse acompañada da aparición de problemas patológicos, 
causando perdas económicas significativas para a industria. O desenvolvemento de métodos eficaces 
de prevención e control de enfermidades infecciosas require a identificación dos axentes etiológicos e 
o coñecemento do seu efecto sobre o sistema inmunitario dos peixes. No presente estudo 
identificáronse as principais bacterias causantes de mortalidad en rodaballos e lenguados cultivados en 
piscifactorías do Noroeste de España (Galicia) e estandarizaronse técnicas baseadas en 
espectrofotometría e citometría de fluxo para a análise da resposta inmune innata. Ademais, 
analizáronse o efecto da infección experimental con T. maritimum sobre parámteros hematolóxicos e 
inmunolóxicos e o efecto de factores inherentes ás vacunas e da temperatura ambiente, no 
desenvolvemento da resposta inmune protectora en rodaballo e lenguado. Os resultados deste estudo 
proporcionaron información de interese para a selección de marcadores do estado sanitario dos peixes 
e para o establecemento de estratexias de vacunación eficaces adaptadas aos sistemas de cultivo de 
rodaballo e lenguado, especies de alto valor comercial a nivel mundial. 
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 1. INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
 
1.1.- Importancia de la acuicultura marina 
 
La demanda mundial de pescado se multiplicó en las últimas décadas y la perspectiva 
es que siga esa línea, debido al incremento de la población y al aumento del consumo de 
pescado por ser considerado un alimento sano y esencial para la dieta.  
El aporte de pescado derivado de la pesca extractiva alcanzó sus máximos a finales de 
los años 80 y desde entonces fluctúa en torno a los mismos niveles sin sobrepasar el techo de 
las 95 millones de toneladas (Apromar, 2016), lo que indica que los océanos se están 
explotando cerca de su producción máxima debido a la sobrepesca, la contaminación y a la 
falta de una política que fomente un crecimiento sostenible. Las capturas mundiales de la 
pesca extractiva se han estabilizado en los últimos 20 años en torno a los 90 millones de 
toneladas anuales. La estabilización de la pesca en los últimos años, junto con el aumento 
creciente de la demanda de productos acuáticos, ha impulsado el desarrollo de la acuicultura, 
produciendo 110,2 millones de toneladas en 2014 (Apromar, 2016, 2018). Tras un constante 
crecimiento, la acuicultura se encuentra en disposición de proporcionar más de la mitad del 
pescado consumido por la población humana mundial (Figura 1). Según datos de la FAO 
(2014), se estima que para el 2030, el 65% de los productos acuáticos procederán de la 
acuicultura. Sin embargo, se ha producido una reducción en el ritmo de crecimiento de la 
acuicultura global, que ha pasado de una media interanual del 9% en la década de los 80 y 90, 
al 6% en la primera década del siglo XXI. Si bien es cierto que, a pesar de la crisis acaecida 
en los últimos años en todos los sectores industriales, la acuicultura ha sabido mantener su 










Por ello, la acuicultura supone una alternativa de futuro. Según los analistas, no tanto 
como un complemento de la pesca sino como un proceso natural de evolución, que tenderá al 
reemplazo de ésta, de hecho según datos de APROMAR (2018) la acuicultura superó en el 
año 2016 a la pesca en 18,2 millones de toneladas. 
Además, la principal ventaja de la acuicultura respecto a la pesca es la disponibilidad 
de productos durante todo el año y a precios estables, ofreciendo una seguridad alimentaria e 
higiénico-sanitaria mediante el control y análisis de los animales y de su alimentación, que 
reflejan una completa trazabilidad.  
La acuicultura europea sitúa su producción en 1,3. millones de toneladas, (APROMAR 
2018). Según los datos extraídos del informe de la FAO del 2014, España destaca  sobre todo 
por la selección de especies de alto valor comercial, como el mejillón europeo (Mytilus 
galloprovincialis), la trucha arcoíris (Orcorhynchus mykiss), la lubina (Dicentrarchus labrax), 
la dorada (Sparus aurata), el rodaballo (Scophthalmus maximus) y el lenguado (Solea 
senegalensis). El principal recurso acuático vivo de España es el mejillón, del que en 2016 se 
cosecharon 215.855 toneladas, siendo el segundo el atún listado, del que se capturaron 
148.396 toneladas (APROMAR, 2018). 
Según datos de la FAO (2014), España es el principal productor de la Unión Europea 
en cuanto a toneladas producidas (22% del total de la UE), pero no así en cuanto a valor 
económico donde se sitúa en cuarto lugar, muy posiblemente debido a la gran producción de 
mejillón que baja la media económica. Como ya comentamos, en los últimos diez años, se ha 
ralentizado el crecimiento de la acuicultura con tan solo un 3,6% de incremento anual. En el 
año 2014 el principal producto en cuanto a toneladas producidas fue el mejillón (220.449 t), 
seguido por la lubina (17.376 t), esta diferencia se ve acortada de forma significativa si nos 
fijamos en el valor económico. (Figura 2). 
 
 
Figura 2.- Producción de acuicultura (t) en España desde 1961 hasta el año 2017 (APROMAR, 2016). 
 
Si nos fijamos en la evolución del número de establecimientos vemos que se produjo 
una pérdida del 4 % desde el año 2007 (APROMAR, 2018). Por suerte, esta reducción no 
afectó a Galicia que en este momento conserva todas sus granjas y mantiene sus producciones 
a pesar de lo ocurrido en el resto de España. En cuanto a valor económico, Galicia supera el 
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21% respecto a España y alcanza el 1% respecto a Europa. Esto es debido fundamentalmente 
a que Galicia presenta unas condiciones naturales inmejorables, especialmente en las rías, y a 
la apuesta que se hizo por la acuicultura desde las empresas y la administración gallega 
(Apromar, 2016). Además, Galicia ya hace años se especializó en peces de alto valor 
económico y en monopolios de mercado. 
 
El cultivo del rodaballo 
La producción europea de rodaballo en el 2015 ha sido de 11.555 toneladas, un 27% 
de incremento respeto a 5 años atrás, y un 4,4 % en el último año. El rodaballo de crianza en 
España supone un 76,4% del total comercializado, la bajada de los últimos años se ha debido 
al repunte del cultivo de esta especie en Portugal (20,08 %), convirtiéndose en el segundo 
productor. Aún así, la producción de rodaballo en España creció 15,5 % en el año 2017, 
respeto al año anterior. Aún existe una pequeña cantidad que proviene de la pesca extractiva 
sobre todo de los Países Bajos, aunque su tendencia en los últimos años es a bajar (Figura 3). 
 
 
Figura 3.- Evolución de la producción acuícola del rodaballo en Europa (1985-2018P) (APROMAR, 2018). 
 
Galicia es la principal comunidad autónoma productora con un 99 % del total, gracias 
a que es la región donde el engorde de rodaballo se completa en menos tiempo, por la riqueza 
y temperatura de sus aguas, así como por los avances técnicos en la cría de esta especie (Tabla 
1) (APROMAR, 2018).  
El rodaballo es una de las especies con mayor potencial para la acuicultura y para el 
cual existe una gran demanda en mercados del norte de Europa. (Pillay, 1997). 
 
El cultivo del lenguado 
El lenguado es la especie que más recientemente se ha incorporado a la producción a 
gran escala en España. El logro del cultivo de esta especie supone la culminación de muchos 
años de investigación científica y desarrollo tecnológico (APROMAR, 2018). Hoy en día 
España se encuentra a la cabeza de Europa en la producción de esta especie (Figura 4). En 
estos momentos entre los factores que limitan el lanzamiento de la producción se encuentra el 
escollo de los tramites administrativos para conseguir ubicaciones para las granjas, además de 





(APROMAR, 2016).  
En cuanto a la producción de este pez plano desde el año 2009, Galicia estuvo a la 
cabeza de la producción de lenguado como ocurrió con el rodaballo, aunque en los últimos 
años Andalucía le restó terreno en la producción quizás motivado por el gran esfuerzo 
económico, científico y administrativo, la temperatura de sus aguas y también por el gran 
esfuerzo científico realizado en esta zona (Tabla 2). 
 
Tabla  1.- Distribución Evolución de la producción de rodaballo (Tm) en España (APROMAR, 2016; 2018) 
 




Figura 4.-Evolución de la producción acuícola de lenguado senegalés en Europa (2005-2018P) (APROMAR, 2018). 
  
 
Rodaballo 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2018 
Asturias 65 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Cantabria 215 280 250 200 50 100 75 75 108 85 
Galicia 5.725 7.510 8.070 6.710 7690 7845 6729 7733 7607 8460 
País 
Vasco 
75 80 0 0 15 25 10 0 0 0 
Total 6.080 7.820 8.320 6.910 7755 7970 6814 7808 7715 8546 
Lenguado 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2017 
Andalucía 24 10 10 4 0 0 13 240 247 506 
Canarias 6 15 28 30 31 24 30 28 29 0 
Galicia 30 30 150 170 79 170 300 518 388 324 
Murcia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Total 60 55 188 204 110 194 343 786 664 830 
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1.2.- Principales enfermedades bacterianas que afectan al cultivo de peces planos 
Galicia posee potencial tanto natural como humano para hacer de la acuicultura una 
actividad rentable. Desafortunadamente la intensificación en la producción se ha visto 
acompañada de la aparición de problemas patológicos (Santos, 2005; Toranzo y col., 2005). 
Por lo que la prevención y el control de las patologías son actualmente una de las prioridades 
para el mantenimiento y el progreso del sector. 
Entre las enfermedades de etiología bacteriana más destacadas para piscicultura 
marina se encuentran la vibriosis producida por Vibrio anguillarum y otras especies del 
género Vibrio, la furunculosis producida por Aeromonas salmonicida subsp salmonicida y la 
flexibacteriosis causada por Tenacibaculum maritimum (anteriormente Flexibacter maritimus) 
y microorganismos relacionados taxonómicamente (Santos, 2005; Toranzo y col, 2005; 
Piñeiro-Vidal, 2008 a y b).  
 
1.2.1.- La tenacibaculosis o flexibacteriosis marina 
 
La tenacibaculosis o flexibacteriosis marina fue descrita por primera vez en Japón 
(Hikida y col., 1979) en alevines de pargo japonés (Pagrus major) y besugo japonés 
(Acanthopagrus schlegeli). La enfermedad se diagnosticó por vez primera en Europa a finales 
de los años 70, en cultivos de lenguados en Escocia bajo el término de enfermedad de los 
puntos negros o "Black Patch Necrosis" (BPN, McVicar y White, 1979). Sin embargo, la 
identificación de la bacteria filamentosa implicada, de características parecidas a 
Flavobacterium columnare (Campbell y Buswell, 1982), no se realizó hasta el año 1990 
(Bernadet y col., 1990). Desde entonces la enfermedad ha sido descrita bajo diferentes 
denominaciones que hacen referencia a los síntomas clínicos de la enfermedad (enfermedad 
de bacterias deslizantes, flexibacteriosis marina, podredumbre de aletas y cola y síndrome de 
la boca erosionada, enfermedad similar a la causada por F. columnare) (McVicar y White 
1979; 1982; Wakabayashi y col. 1984; Bernardet y col. 1990; Alsina y Blanch 1993; 
Handlinger y col. 1997; Ostland y col. 1999, Cepeda y Santos, 2002), siendo siempre aislado 
como el agente causal de la enfermedad la bacteria T. maritimum.  
La tenacibaculosis marina ha sido, desde principios de los 90, un problema continuo 
en la piscicultura marina de Galicia. Desde 1992 hasta la actualidad T. maritimum ha sido el 
principal agente causal de mortalidades en rodaballo, siendo aislado esporádicamente a partir 
de salmón (Salmo salar) y dorada y otras especies de cultivo y salvajes (Hansen y col., 1992; 
Pazos y col., 1993; Pazos, 1997; Bernardet, 1997; Santos y col., 1999; Bergh y col., 2001; 
Samuelsen y col., 2006). A partir del año 2000, T. maritimum ha sido aislado de forma 
continuada a partir de lenguado cultivado en nuestra comunidad (Cepeda y Santos, 2002; 
Santos, 2005). 
Desde el año 2007 se han aislado a partir de rodaballos, lenguados y lubinas enfermas 
y del agua de mar de los tanques de cultivo otras bacterias filamentosas con caracteres 
fenotípicos similares a T. maritimum, originalmente denominadas como T. maritimum 
atípicos o bacterias relacionadas con T. maritimum (Piñeiro-Vidal y col., 2007), que 
posteriormente fueron caracterizadas y asignadas a las nuevas especies T. discolor, T. 
gallaicum, T. soleae y T. dicentrarchi (Piñeiro-Vidal y col., 2008 a y b; 2012). Algunas de 
estas especies han sido posteriormente aisladas de Scophthalmus rhombus y Dicologoglossa 
cuneata (T. soleae) en el Sur de España (López y col., 2010) y de salmón Atlántico (Salmo 
salar) en Chile (T. dicentrarchi) (Avendaño-Herrera y col., 2016).  





superficie externa son el signo clínico más característico de la enfermedad. El tamaño y la 
localización de las lesiones difieren en función de la especie (Chen y col., 1995; Handlinger y 
col., 1997) y la edad del pez (Baxa, 1988). Las lesiones aparecen con mayor frecuencia sobre 
la superficie de la piel, de las aletas, cola, opérculo o cabeza (Figura 5).  
En estadíos tempranos  de la infección aparece un oscurecimiento del tejido 
interradial, sobre todo entre las aletas caudal y marginal, donde se  muestra una consistente 
fragmentación y  degeneración del epitelio. En este proceso se observa infiltración de material  
de tipo proteico, acompañado con congestión y hemorragia de la dermis superficial. Estas 
lesiones se extienden a la dermis y capas musculares más profundas, causando fuertes 
hemorragias (Failde y col., 2008). 
La enfermedad puede tener carácter sistémico, a pesar de que internamente no se 
observan daños, se ha aislado el patógeno de riñón, bazo o hígado (Baxa y col., 1988; Alsina 
y Blanch, 1993; Pazos, 1997; Ostland y col., 1999; Santos y col., 1999; Cepeda y Santos, 
2002; Avendaño-Herrera y col., 2006).  
Otro síntoma observado en los peces afectados es que muestran natación errática, 





El modo de transmisión y la vía de infección de T. maritimum y otras especies del 
género Tenacibaculum patógenas son todavía inciertos. Los ensayos de patogenicidad han 
demostrado que cuando los peces se exponen a la aplicación tópica de T. maritimum 
(Wakabayashi y col., 1984) o a una combinación de aplicación tópica e inmersión en cultivos 
bacterianos (Baxa y col., 1987) se producen mortalidades sensiblemente superiores a las 
observadas cuando las infecciones experimentales se realizaban mediante inyección 
intramuscular o mediante baño. Estudios de infección, por inmersión de los peces en una 
Figura 5.- Signos externos de tenacibaculosis marina en rodaballo (A) y lenguado senegalés (B). 
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suspensión de la bacteria durante períodos prolongados (60-90 minutos a 18 horas), sugieren 
que el agua también podría ser una ruta de infección de T. maritimum en salmón del 
Atlántico, trucha arcoiris, “greenback flounder” (Rhombosolea tapirina) y rodaballo (Soltani 
y col., 1996; Handlinger y col., 1997; Avendaño-Herrera y col., 2006).  
Los reservorios naturales del patógeno son desconocidos. T. maritimum fue aislado a 
partir de sedimentos, de agua y de la superficie de tanques que habían estado en contacto con 
peces infectados (Carson y col., 1993; Santos y col., 1999). Por otro lado, se ha establecido 
que T. maritimum posee una gran capacidad de adherencia al mucus de dorada y rodaballo, así 
como resistencia a la acción bactericida del mucus (Magariños y col., 1995; Pazos, 1997), lo 
que podría indicar que peces sanos y/o asintomáticos pudieran actuar como reservorio. 
Mabrok y col., (2016) llegaron a una conclusión similar evaluando la actividad bactericida del 
mucus de lenguado. Por otra parte, Failde y col (2014) observaron la presencia de T. 
maritimum en el lumen intacto del tracto gastrointestinal de lenguados y rodaballos enfermos, 
lo que les animó a sugerir el posible papel del intestino como reservorio del patógeno (Failde 
y col., 2013; Failde y col, 2014). 
 
1.2.2- La furunculosis  
 
Aeromonas salmonicida fue aislado por primera vez a partir del furúnculo de una 
trucha cultivada en el norte de Alemania y se le denominó como “Bacilo de la enfermedad 
contagiosa de la trucha” (Austin y Austin 2016). Hasta 1953, fecha en la que Griffin y col 
(1953) proponen su inclusión en el género Aeromonas, la bacteria fue descrita bajo el término 
de Bacillus salmonicida. Desde su primera descripción, la especie A. salmonicida subsp. 
salmonicida ha sido descrita por varios investigadores como el agente causante de 
furunculosis en distintas especies de peces salmónidos y no salmónidos (Mac Carthy, 1977; 
Hastein y col, 1978; Elliot y Schotts, 1980; Cornick y col, 1984; Kito y col, 1984; Dalsgaard 
y Panlsen, 1986; Wiklund, 1990; Toranzo y Barja, 1991; Wiklund, 1991; Real y col, 1994; El 
Morabit y col, 2004; Faisal y col. 2007). 
Los principales signos externos de la furunculosis en peces afectados son la aparición 
de áreas hemorrágicas en la base de las aletas pectorales y la boca, lesiones ulcerativas en la 
superficie dorsal y ventral. En el caso concreto del rodaballo, se observan ulceras 
crateriformes sobre los tubérculos óseos (Figura 6). 
Internamente se observan hemorragias en vísceras, corazón y pared abdominal 
(Toranzo y Barja, 1992; Real y col. 1994; Austin y Austin, 2016). 
En diversos estudios se ha investigado el papel del agua, sedimentos y detritos, como 
potenciales fuentes de infección por A. salmonicida. Sin embargo, los factores que determinan 
la difusión del agente patógeno, así como la vía de transmisión aún no han sido esclarecidos 
(Rose, y col, 1990; Toranzo y col, 1991; Austin y Austin, 2016). Es un hecho aceptado que 
los peces pueden actuar como reservorio de infección pudiendo contribuir a difundir la 
enfermedad por vía horizontal y/o vertical, aunque a día de hoy la vía de infección no ha sido 
aún clarificada (Austin y Austin, 2016). En otro estudio, El Morabit y col (2004) describieron 
el aislamiento, caracterización y grado de virulencia de cepas de A. salmonicida subsp. 
salmonicida aisladas a partir de lamprea (Petromyzon marinus). Todas las cepas bacterianas 
probadas fueron virulentas para trucha arcoíris con dosis letales 50% (LD50) similares a las 
descritas en cepas aisladas de peces salmónidos (103 a 107 UFC/ml). En base a estos 
resultados, El Morabit y col. (2004) concluyen que la lamprea marina puede actuar como 
portadora de cepas virulentas de A. salmonicida y, por tanto, puede representar un riesgo de 









Figura 6.- Signos de furunculosis observados rodaballos cultivados 
 
1.2.3.- La vibriosis  
 
La vibriosis marina fue descrita por primera vez en 1761 por Bonaveri (Hofer, 1904), 
pero su agente causal no fue aislado hasta finales del siglo XIX (Canestrini, 1893). En 1909, 
Bergman realiza una descripción del patógeno y propone el nombre de Vibrio anguillarum 
para designarlo. Posteriormente, MacDonell y Colwell (1985) realizaron estudios 
filogenéticos basados en el análisis del RNA ribosómico 5S (RNAr 5S) proponiendo la 
inclusión de Vibrio anguillarum en el nuevo género denominado Listonella con el nombre 
específico de Listonella anguillarum. Este género incluiría además la especie V. pelagius con 
el nombre específico de Listonella pelagica. Sin embargo, el estudio de la composición de 
ácidos grasos de las especies del género Vibrio (Urdaci y col., 1990), no apoyan esta 
designación. Actualmente la familia Vibrionaceae comprende ocho géneros validados 
(Urbanczyk y col., 2007): Aliivibrio, Catenococcus, Enterovibrio, Grimontia, Listonella, 
Photobacterium, Salinivibrio y Vibrio. Actualmente la clasificación aceptada para V. 
anguillarum y V. pelagius es dentro del género Vibrio (Thompson y col, 2011; Hickey y Lee, 
2017), por tanto, a los efectos de la presente Tesis doctoral se empleará el nombre específico 
de Vibrio anguillarum y de Vibrio pelagius. 
En la actualidad, se aplica el término vibriosis a un amplio rango de enfermedades de 
peces, moluscos y crustáceos causadas por diferentes especies del género Vibrio, Listonella y 
Aliivibrio (Santos, 2005; Toranzo y col., 2005).  
En Galicia la vibriosis ha sido un problema recurrente en las piscifactorías, causando 
grandes pérdidas económicas, siendo Vibrio anguillarum el principal causante de epizootias 
en todas las especies de peces marinos cultivadas en nuestra área. Aunque se han descrito un 
total de 23 serotipos en esta especie, la mayoría de los aislados implicados en mortalidades en 
Europa, USA, Japón pertenecían a los serotipos O1 y O2 (subgrupos O2α y O2β), mientras 
que el serotipo O3 (subgrupos O3A) ha sido descrito como agente causal de infección en 
lubina, dorada, anguilla y ayu (Plecoglossus altivelis) cultivados en Europa y Japón (Larsen y 
col., 1994; Santos y col., 1995, Toranzo y col., 1997; Santos 2005, Toranzo y col. 2005).  
La vibriosis presenta la sintomatología típica de una septicemia hemorrágica, aunque 
pueden existir variaciones en función de la edad del pez afectado (Figura 7). Los primeros y 
en ocasiones únicos signos de vibriosis en peces juveniles son a menudo, pérdida del apetito, 
oscurecimiento de la piel y muerte súbita, pudiendo sumarse a veces una hidropesía 
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abdominal y/o periorbital. La enfermedad se caracteriza por la presencia de lesiones 
hemorrágicas en aletas, cola y boca, así como por petequias en órganos internos y cavidad 
peritoneal, dilatación y licuefacción de bazo y riñón. Los niveles de mortalidad provocados 
por este microorganismo superan en muchos casos el 50% en poblaciones cultivadas, 




Figura 7.- Signos clínicos característicos en peces afectados por vibriosis. 
 
En casos crónicos la gravedad de la anemia hemolítica, resultante de los efectos de 
productos extracelulares líticos, causa una gran deposición de hemosiderina en los 
melanomacrófagos de los elipsoides (Devesa y col., 1985; Bruno y Poppe, 1996). 
Uno de los principales reservorios de la vibriosis lo constituyen los alevines 
procedentes de aguas marinas y salobres (Muroga y col 1984; 1986). Aunque estas bacterias 
tienen un crecimiento óptimo entre 1 y 2% de sal, tienen gran capacidad para adaptarse a un 
amplio rango de concentraciones salinas (Evelyn, 1971; Nishibuchi y Muroga 1977). 
Estudiando la influencia de otros parámetros ambientales se observó que el crecimiento de la 
bacteria estaba fuertemente relacionado con la temperatura y el pH, mientras que la salinidad 
jugaba un papel de menor importancia (Larsen 1982, 1984). 
Por otra parte, Sorensen y Larsen (1986) examinando más de 500 cepas de V. 
anguillarum aisladas de peces salvajes y cultivados, agua de mar, sedimentos e invertebrados, 
encontraron que los vibrios patógenos procedían principalmente de peces enfermos. Tajima y 
col. (1988), estudiaron la distribución de V. anguillarum en sistemas de cultivo de salmón 
coho, encontrando resultados similares. 
Trabajos realizados por Toranzo y col. (1982) y Muroga y col. (1986) sobre la 
supervivencia de V. anguillarum en el medio acuático, han puesto de manifiesto que ésta 
bacteria persiste en agua de mar y salobre durante más de 15 y 100 días, respectivamente. Sin 
embargo, su supervivencia en agua dulce es mucho menor, reduciéndose el número de 
bacterias viables en un plazo de 3 a 5 horas y desapareciendo totalmente entre 8 y 10 días. 
Por otra parte, Kaneko y Colwell (1978) han demostrado que la adherencia a 
superficies inertes así como a fitoplancton y/o zooplancton, puede ser un importante 
determinante ecológico para la multiplicación y supervivencia de vibrios marinos. 
Investigadores daneses (Larsen y col., 1978; Larsen, 1982; Larsen y Willeberg, 1984), 
estudiando la distribución anual de V. anguillarum en agua y sedimentos de zonas con 
diferente grado de contaminación, han encontrado que el número de bacterias era 
significativamente superior en el sedimento que en la columna de agua, siendo siempre más 







1.2.4.- Diagnóstico de la tenacibaculosis, furunculosis y vibriosis 
 
El diagnóstico presuntivo de la tenacibaculosis, furunculosis y vibriosis se basa en la 
observación de los signos clínicos en combinación con el examen microscópico de 
preparaciones en fresco o teñidas obtenidas a partir de las lesiones. Sin embargo, sólo el 
aislamiento en cultivo puro de las bacterias y su posterior caracterización mediante la 
aplicación de las técnicas clásicas de identificación, métodos moleculares y serológicos, 
permiten el diagnóstico confirmativo de estas enfermedades. 
Para el aislamiento de A. salmonicida, V. anguillarum y T. maritimum a partir de peces 
o para su cultivo en laboratorio se han descrito diferentes medios generales, específicos, 
selectivos y/o diferenciales (Buller, 2014; Austin & Austin, 2016) (Tabla 3).  
Los medios de cultivo generales recomendados para el aislamiento de A. salmonicida 
y V. anguillarum son Agar triptona soja (TSA), Agar nutritivo (AN), Agar infusión cerebro 
corazón (BHIA), suplementados con cloruro sódico o alternativamente Agar Marino (AM). 
Para el aislamiento diferencial de cepas virulentas de A. salmonicida se ha descrito (Udey, 
1982) el medio Agar Nutritivo Azul Comasie (CBB). En el caso de V. anguillarum el medio 
selectivo más utilizado es el Tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS). 
Los medios de cultivo específicos para el aislamiento de  T. maritimum son el Agar 
Cytophaga (AOA, Anacker y Ordal, 1955, 1959), y sus modificaciones (Hikida y col., 1979; 
Wakabayashi y col., 1984; Bullock y col., 1986) Agar Flexibacter maritimus o FMM, (Pazos 
y col., 1996) y Agar Tenacibaculum maritimum o TMM, (Cepeda y col., 2003). Para el 
aislamiento de esta bacteria también se puede utilizar el medio  general Marine Agar (AM) 
(Campbell y Buswell, 1982; Pazos y col., 1996). 
La identificación de los aislados de Vibrio, Aeromonas y Tenacibaculum se basa en el 
análisis de las características morfológicas, fisiológicas y bioquímicas del patógeno utilizando 
métodos convencionales en tubo y placa o sistemas multiprueba. Entre las galerías 
comerciales de mayor utilidad para la identificación de estos microorganismos destacan el 
sistema API 20E (BioMérieux, Francia) de utilidad en la identificación de V. anguillarum y A. 
salmonicida o los sistemas API ZYM y API 50CH que facilitan la caracterización de cepas de 
T. maritimum y organismos relacionados, ofreciendo resultados en tan sólo 24 horas. 
Las técnicas serológicas basadas en la reacción antígeno-anticuerpo, también han sido 
descritas como útiles para el diagnóstico de las enfermedades causadas por miembros de los 
géneros Vibrio, Aeromonas y Tenacibaculum (González y col., 2003; Santos y col., 1995; 
Toranzo y col., 2005).  
Las técnicas basadas en la aglutinación tienen un uso limitado para el caso de T. 
maritimum y A. salmonicida debido a la existencia de cepas autoaglutinantes. Otras técnicas 
serológicas alternativas descritas para estos patógenos incluyen los ensayos Dot Blot e 
immunoblot, la inmunodifusión, el ensayo inmunoenzimático (ELISA) y la 
inmunofluorescencia directa. Aunque estos métodos presentan alta sensibilidad, son costosos 
y lentos y en la mayoría de los casos requieren el aislamiento del microorganismo en cultivo 
puro. (Toranzo y col. 1987; Santos y col. 1995; González y col. 2003). 
En el caso de V. anguillarum pueden utilizarse la aglutinación en portaobjetos o los 
ensayos Dot blot indistintamente (Cipriano y col., 1985; Toranzo y col., 1987; Santos y col, 
1995; Buller, 2014; Austin y Austin, 2016) pero solo el ensayo Dot blot permite la 
diferenciación de los subgrupos antigénicos O2α, O2β y O3a sin necesidad de utilizar sueros 
absorbidos (Santos y col, 1995). Además, se ha descrito la utilidad de técnicas serológicas 
rápidas como el ensayo inmunoenzimático (ELISA) (Romestand y col., 1993) y de los 
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sistemas comerciales como Aquaeia y Aquarapid (Bionor AS), basados igualmente en 
técnicas inmunoenzimáticas (González y col. 2003). 
El empleo de métodos moleculares como la hibridación con sondas específicas y la 
aplicación de la técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) han facilitado el 
diagnóstico de las tres enfermedades (Buller, 2014; Austin y Austin, 2016).  
Para la identificación de T. maritimum Toyama y col. (1996) y Bader y Shotts (1998) 
desarrollaron dos pares de cebadores y dos programas de amplificación, basándose en las 
secuencias disponibles de la región del DNA que codifica el RNA 16S en T. maritimum 
(Woese y col., 1990). En el año 2003, Cepeda y colaboradores describen un método 
molecular, rápido (menos de 4 h) y no tóxico, basado en la técnica de la PCR anidada para el 
diagnóstico de la tenacibaculosis causada por T. maritimum. Este método fue validado de 
acuerdo con los protocolos de validación ya descritos para patógenos de peces (Hiney, 1997; 
Hiney y Smith, 1998). Posteriormente, Avendaño-Herrera y col (2004) describieron un 
método no destructivo para la detección de T. maritimum en el mucus de peces. Sin embargo, 
dado que T. maritimum es un microorganismo característico de ambientes marinos y tiene 
capacidad de resistir la acción bactericida del mucus de dorada y rodaballo, la presencia del 
microorganismo en el mucus no necesariamente indicaría que los peces padecen la 
enfermedad. 
 
Tabla  3.- Medios para el aislamiento bacteriano 
 
Bacteria Medios de cultivo específicos 
 
Tenacibaculum maritimum Agar Cytophaga  
 Agar Flexibacter maritimus  
 Agar Tenacibaculum maritimum  





Agar triptona soja + 1% de NaCl  
Agar nutritivo+1% NaCl  







Bacteria Medios selectivos/ diferenciales 
Aeromonas salmonicida Agar Nutritivo Azul Comasie  
Vibrio anguillarum 
Tiosulfato citrato bilis sacarosa  
Medio para Vibrio anguillarum  
 






También se han diseñado ensayos de alta sensibilidad que combinan PCR y ELISA 
(Wilson y col., 2002), transcripción reversa-PCR (RT-PCR) con hibridación en medio líquido 
(Wilson y Carson, 2003) y PCR e hibridación en medio sólido empleando como soporte una 
matriz que contiene las sondas específicas (PCR-DNA Microarrays) para detectar V. 
anguillarum y A. salmonicida (González y col., 2004; Warsen y col., 2004). 
Para la identificación de A. salmonicida dada la naturaleza homogénea de esta 
subespecie se han utilizado ensayos de hibridación DNA-DNA, ribotipado, análisis del 
polimorfismo genómico (RAPD), análisis plasmídico y electroforesis en campo pulsado 
(Belland y Trustg, 1988, Toranzo y col., 1991, Miyata y col., 1995; Livesley y col., 1999; 
O´hici y col., 2000).  
Para el diagnóstico de la furunculosis causada por A. salmonicida subsp. salmonicida 
se han desarrollado también protocolos basados en la técnica de PCR que utilizan cebadores 
que flanquean una región de un plásmido críptico de 6,4 kb (Hiney y col. 1992) o del gen 
VapA que codifica una subunidad de la proteína A de la capa A (Gustafson y col. 1992) o de 
un fragmento del gen que codifica al receptor del sideróforo (Beaz-Hidalgo y col, 2008). 
También se han descrito métodos basados en PCR en tiempo real que permiten la detección 
cuantitativa de A. salmonicida subsp salmonicida en los tejidos del pez (Balcázar y col., 2007; 
Fernández-Álvarez y col., 2016) y su diferenciación de la subespecie atípicas de 
A.salmonicida subsp. masoucida Fernández-Álvarez y col., 2016). 
En el caso de V. anguillarum se describieron diversas secuencias genómicas que han 
facilitado el diseño de métodos moleculares de diagnóstico basados en la hibridación 
(Rehnstam y col. 1989; Martínez-Picado y col. 1994; 1996; Hirono y col. 1996; González y 
col., 2004). Sin embargo, la técnica de detección por hibridación con sondas es un método 
largo y tedioso, lo que llevó al diseño de protocolos de PCR que posibilitan la detección 
rápida del agente causal de la vibriosis a partir del riñón e hígado de los peces infectados, en 
aproximadamente 4 horas (González y col., 2004). 
Todos los sistemas descritos son de utilidad para el diagnóstico confirmativo de la 
enfermedad, al permitir la identificación de la bacteria previamente aislada en cultivo puro y 
en algunos casos se ha demostrado la utilidad de estas técnicas para la detección del 
microorganismo directamente en los tejidos de peces enfermos. 
 
1.2.5.- Prevención de la tenacibaculosis, furunculosis y vibriosis  
 
Los factores ambientales son de vital importancia en la aparición potencial de 
enfermedades producidas por microorganismos patógenos. Esto destaca particularmente en el 
medio acuático, en el que el hospedador y el patógeno están influenciados por las 
fluctuaciones en las condiciones ambientales (Strohl y Tait, 1978; Soltani y Burke, 1994, 
Soltani y col., 1995). A continuación, se describen algunos de los factores ambientales que 
afectan en la aparición de enfermedades en peces de cultivo. 
Muchos autores han indicado la existencia de relación entre elevadas temperaturas y 
una mayor prevalencia y/o severidad de una enfermedad (Campbell y Buswell, 1982; 
McVicar y White, 1982; Devesa y col., 1989; Carson y col., 1992, 1993; Soltani y Burke 
,1994). 
Las manipulaciones de los peces, derivadas del proceso de producción, como son los 
muestreos, clasificación, cambio de tanques y los factores estacionales predisponen de manera 
directa a una mayor mortalidad asociada a enfermedades. (McVicar y White, 1982; 
Wakabayashi y col., 1986; Bernardet y col., 1994). 
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El tamaño y la edad del pez también están relacionados con la aparición de 
enfermedades. Así, las mayores mortalidades normalmente la sufren los juveniles, mientras 
que en adultos la enfermedad está más asociada a picos de estrés. (Masumura y Wakabayashi, 
1977; Hikida y col., 1979; McVicar y White, 1987; Bernardet y col., 1994). 
Otros factores que favorecen la aparición de enfermedad como son la superpoblación, 
la existencia de lesiones u otras enfermedades actúan acentuando el estrés de los peces, 
debilitando su sistema inmunitario y facilitando el desarrollo de patologías. 
Además del control de estos factores se hace necesario el control y el conocimiento de 
otros factores inherentes al pez y propios de cada enfermedad. Así, los estudios de 
inmunología de peces se han incrementado notablemente en los últimos años en paralelo al 
desarrollo de la acuicultura. 
El conocimiento del sistema inmunitario es básico para el desarrollo de métodos 
eficaces de prevención de las enfermedades y se necesitan métodos simples, rápidos y no 
cruentos para tener una información actualizada de la salud de los peces y detectar una posible 
inmunosupresión. 
El conocimiento del estado del sanitario de los peces y la implantación de protocolos 
de vacunación adaptados al grado de desarrollo del sistema inmunitario de los peces en 
cultivo, constituyen uno de los métodos más eficaces para la prevención de enfermedades 
bacterianas en Acuicultura (Ellis, 1988 a y b; Newman, 1993; Ellis, 1997; Toranzo y col., 
1997, Gudding y col., 1999). Los primeros intentos de inmunización de peces datan de 1930, 
pero fue en 1976 cuando se comercializó la primera vacuna, quizás motivado por la 
emergente aparición de resistencias bacterianas a antibióticos y al potencial peligro que 
conlleva el uso de éstos en peces para la alimentación humana (Sakai, 1999). Desde entonces, 
la atención se centró en el estudio de la respuesta inmune de los peces, en la identificación de 
los antígenos protectores y en el desarrollo de métodos óptimos de inmunización masiva con 
el fin de obtener niveles de protección elevados durante un largo período de tiempo (Gudding 
y col. 1999; 2014; Sommerset y col., 2005). Fruto de estas investigaciones han sido el 
esclarecimiento de los factores que afectan al desarrollo de la respuesta inmunitaria de los 
peces y, por tanto, a la eficacia de la vacunación (Ellis, 1988 a y b; Gudding y col. 1999; 
2014; Sommerset y col., 2005).  
La mayoría de las investigaciones se han centrado en el diseño de vacunas polivalentes 
y métodos de administración que permitan incrementar la respuesta inmune y la duración de 
la protección de frente a las enfermedades bacterianas que afectan a los peces durante el 
proceso productivo, así como en el estudio de los parámetros o factores que pueden tener 
influencia en la eficacia de la inmunización. Las vacunas polivalentes son de gran interés para 
la industria piscícola pues reducen costes y la manipulación excesiva de los peces durante su 
desarrollo en las granjas. 
La mayoría de las vacunas utilizadas para peces en la actualidad son formulaciones 
acuosas inactivadas. En el caso de administración por inyección, las vacunas se emplean con 
un adyuvante como aceite vegetal o mineral (vacunas adyuvadas) que inducen efectos 
secundarios deletéreos, mientras que las vacunas aplicadas mediante inmersión son 
generalmente no adyuvadas. Las vacunas vivas, diseñadas para ser administradas por 
inyección o inmersión, tienen actualmente un uso limitado. Otro aspecto de interés es el 
desarrollo de vacunas de ADN para peces. La formulación de las futuras vacunas debe tender 
a la reducción de los efectos secundarios y a mejorar la respuesta inmune, particularmente 
frente a patógenos intracelulares.  
Con respecto a la vacunación, uno de los primeros sistemas de inmunización masiva 





1978; Rohovec y col., 1975) para evitar las situaciones de estrés de los peces por su 
manipulación. Los resultados obtenidos por Kawai y col. (1981) apoyaban la teoría de que en 
peces inmunizados por vía oral la protección era debida principalmente a las aglutininas 
presentes en el mucus superficial, frente a los vacunados por vía intraperitoneal donde se 
detectaban anticuerpos circulantes. 
A pesar de las ventajas teóricas de la inmunización oral, trabajos experimentales y de 
campo demostraron que la inmunización era de corta duración y no tan efectiva como la 
inducida por otros métodos de inmunización (Baudin-Laurencin y Tangtronpiros, 1980; Agius 
y col., 1983; Evelyn, 1984; Smith, 1988), posiblemente, debido a la imposibilidad de 
controlar la dosis administrada por pez así como, a la inestabilidad de los antígenos en el 
tracto digestivo. En este sentido Johnson y Amend (1983) han demostrado que la 
administración por intubación anal de la vacuna da lugar a un incremento del grado de 
protección de los peces. Sin embargo, los ensayos de microencapsulación de los antígenos han 
dado pocos resultados (Smith, 1988).  
Con el fin de solventar los problemas observados se han evaluado otros métodos 
como: la infiltración hiperosmótica (Tebbit y Goodrich, 1982; Smith, 1988), la inmersión 
directa o baño corto (Tebbit y Goodrich, 1982), el baño vacunal (baño largo) y la ducha o 
"spray" (Tebbit y Goodrich, 1982; Smith, 1988), pero ninguna consiguió resultados 
satisfactorios. 
La vacunación por baño prolongado (dilución directa de la vacuna en el tanque de 
cultivo) presenta la ventaja frente al baño corto (inmersión de los peces en un deposito que 
contiene la vacuna diluida) de no tener que manipular a los peces, pero requiere el 
mantenimiento de éstos durante un largo período de tiempo en pequeños volúmenes de agua, 
lo que hacía necesario un estricto control de los niveles de oxígeno. Este método de 
vacunación confiere un grado de protección aceptable y es útil para vacunar un número 
elevado de peces de pequeño tamaño. 
En un futuro próximo deberán desarrollarse procedimientos de inmunización a través 
de mucosas que permitan mejorar la respuesta inmune protectora en el sitio de entrada del 
patógeno o en el sitio primario de replicación (Gudding y col., 2014). 
Otro aspecto que influye en la eficacia de la vacunación es el efecto de los factores 
ambientales. Así, Amend y Johnson (1981) estudiando el efecto de la temperatura del agua en 
el desarrollo de la inmunidad pusieron de manifiesto que los peces mantenidos a temperaturas 
entre 10 y 18°C desarrollaban inmunidad en un período de 10 días mientras que el 
mantenimiento de los ejemplares a 4°C producía un retraso de hasta 40 días en la respuesta 
inmunitaria en truchas vacunadas con bacterinas antivibriosis. Smith (1988) demostró que a 
temperaturas inferiores a 4°C no existe respuesta del sistema inmunitario de los peces frente a 
las vacunas por lo que la aplicación de estas sería inefectiva. Este hecho podría explicar el 
escaso éxito de las vacunas contra vibriosis en zonas como Canadá, Alaska, y países nórdicos. 
 
Vacunas anti-Tenacibaculum maritimum 
Contrasta con la furunculosis y la vibriosis el caso de la flexibateriosis, pues hasta 
hace relativamente poco tiempo no existía una vacuna comercial para hacer frente a esta 
enfermedad. En el año 1998 aparece fruto del trabajo de nuestro grupo de investigación 
(Pazos, 1997; Santos y col., 1999), la primera patente de una vacuna anti flexibacteriosis 
marina en rodaballo, vacuna FM-95, elaborada con la cepa LPV 1.7 (serotipo O2) de 
Flexibacter maritimus inactivada con formaldehido. Esta vacuna confiere niveles de 
protección superiores al 70% cuando se administra por inyección y niveles moderados de 
protección cuando se administra por baño (RPS = 30%). La vacuna FM-95 es la única vacuna 
15 
 
registrada y comercializada (laboratorios HIPRA con la denominación de Icthiovac-Tm) para 
el control de la flexibacteriosis marina. 
En estudios posteriores, Van Gelderen y col (2009) han demostrado que la 
administración mediante inyección de vacunas oleosas anti-T. maritimum en salmón confiere 
niveles de protección superiores (RPS > 78%) a los obtenidos con las vacunas acuosas (RPS= 
27%), pero, se han observado efectos secundarios como depósitos de melanina en el área de 
inyección y la formación de granulomas. 
Hasta el desarrollo de formulaciones vacunales, para evitar brotes de la enfermedad se 
utilizaban quimioterápicos, pero, aunque en principio el uso de oxitetraciclina o de quinolonas 
fluoradas permiten el control de las mortalidades, se observan recidivas y se ha descrito la 
rápida aparición de microorganismos resistentes (Pazos, 1997; Santos y col., 1999). Por todo 
ello, el desarrollo de métodos inmunológicos de prevención de la flexibacteriosis marina 
marcó un hito en el tratamiento de la enfermedad, y un avance en el proceso productivo de las 
plantas. 
 
Vacunas anti-Aeromonas salmonicida 
En 1937 se intentó por primera vez la inmunización de los peces contra la furuncolosis 
(Midtlyng y col., 1997). La primera vacuna contra la furunculosis fue diseñada y evaluada por 
Duff (1942) en salmones. La vacuna consistía en una mezcla de células muertas (con 
cloroformo) del agente causante de la enfermedad con la dieta (admistración oral) (Duff, 
1942; Austin y Austin, 1989; Ellis, 1991; Midtlyng, 1997). En los años 50 y 60, los trabajos 
sobre vacunación no progresaron mucho debido a la aparición de algunos antibióticos 
potentes contra la furunculosis (Snieskco, 1952; Post, 1959; Evelyn, 1977; Michel, 1982; 
Midtlyng, 1997). 
A principios de los años 60 se reconoce por primera vez que los productos 
extracelulares de A. salmonicida causan efectos tóxicos en los peces, pero su papel como 
potenciales constituyentes de las vacunas no se investiga hasta el año 1966. A pesar de los 
prometedores resultados obtenidos a escala de laboratorio, la vacuna no confiere protección a 
los peces cuando se evalúa a nivel de campo (Midtlyng, 1997). 
Durante los años setenta la investigación se centra en el estudio de las estructuras de la 
superficie celular y factores intra- y extracelulares y su relación con la patogénesis de la 
furunculosis. 
Uno de los primeros componentes analizados son los lipopolisacáridos (LPS). Así, 
Paterson y Fryer (1974), demuestran que la administración de preparaciones de endotoxinas 
incrementa los niveles de aglutininas en peces vacunados sin presentar efectos tóxicos. Sin 
embargo, estudios posteriores llevaron a estos investigadores a la conclusión de que los LPS 
no eran los componentes inmunogénicos más importantes en una vacuna. 
El descubrimiento de la capa A (A-layer) en cepas virulentas de A. salmonicida (Uder 
y Fryer, 1978) hizo que los investigadores se volcasen rápidamente en el análisis de su 
potencial antigénico. Sin embargo, la inmunización de los peces por vía oral con vacunas que 
incluían cepas sin (A-) y con la capa A (A+) no confería protección ni se detectaba la 
presencia en suero de aglutininas. 
Posteriormente, Cipriano (1982) investiga las propiedades inmunogénicas de las cepas 
avirulentas y virulentas de A. salmonicida y para ello inmuniza a peces con células 
inactivadas, células inactivadas y lavadas y con los productos extracelulares obtenidos del 
sobrenadante de los cultivos. Estos estudios demuestran que todas las preparaciones inducían 
respuesta aglutinante en los peces vacunados, pero sólo la vacuna de productos extracelulares 





A partir de entonces todos los estudios encaminados al diseño de vacunas frente a la 
furunculosis han incluido antígenos celulares y extracelulares. 
Otra vía de investigación en vacunas antifurunculosis es la desarrollada por Hirst y 
Ellis (1994), quienes investigaron el potencial inmunogénico de las proteínas de membrana 
inducidas cuando las cepas de A. salmonicida crecen en condiciones restrictivas de hierro 
(IROMPS).  
Por otra parte, se han realizado estudios para la obtención de vacunas recombinantes. 
En este sentido, Vaughan y col. (1993) obtuvieron, mediante la manipulación y reinserción 
del gen AroA, un mutante de A. salmonicida incapaz de crecer en ausencia de moléculas 
aromáticas. Los peces inmunizados por vía intraperitoneal con la vacuna elaborada con 
células vivas de este mutante mostraban aglutininas en suero y un grado de protección 
aceptable en comparación con los peces control no vacunados. Estudios posteriores (Marsden 
y Secombes, 1994) han demostrado que esta vacuna recombinante induce una respuesta 
humoral y celular. 
 
Vacunas anti-Vibrio anguillarum 
 La primera descripción de una inmunización efectiva contra la vibriosis se 
debe a Hayashi y col. (1964), quienes demostraron que la vacunación de trucha arcoiris por 
vía intraperitoneal, incrementaba el grado de protección de los peces frente a esta enfermedad. 
Asimismo, Harrel y col. (1976) y Evelyn (1984) demostraron que la vacunación por inyección 
inducía una respuesta inmunitaria generalizada que se traducía no sólo en un aumento 
considerable de los niveles de anticuerpos en el suero sino también en el mucus superficial e 
intestinal.  
En cuanto a la naturaleza de las vacunas, la mayoría han sido elaboradas con células 
bacterianas completas inactivadas por calor (Fletcher y White, 1973; Gould y col., 1978; 
Kusuda y col., 1978 y Agius y col., 1983) o formaldehido (Agius y col., 1978; Fryer y col., 
1978; Gould y col., 1978; Kusuda y col., 1978; Nakagima y Chikahata, 1979; Baudin-
Laurencin y Tangtrongpiros, 1980; Evelyn y Ketchenson, 1980; Groberg, 1982; Horne y col., 
1982; Santos y col., 1991). 
Otros estudios de inmunización frente a la vibriosis se han centrado en la 
caracterización de los componentes antigénicos para peces. Así, algunos autores (Kawai y 
Kusuda, 1983; Chart y Trust, 1984; Evelyn, 1984) se basaron en los lipopolisacáridos de la 
envoltura celular. Sin embargo, Bogwald y col. (1991) encontraban que la inmunización de 
salmón con lipopolisacáridos purificados confería un grado de protección bajo mientras que 
cuando se inmunizaba a los peces con un complejo de proteínas y lipopolisacáridos se 
obtenían niveles de protección superiores. Por otra parte, Chart y Trust (1984) aislaron dos 
proteínas de la envoltura celular bacteriana, una de masa molecular de 49-51 Kd con un 
elevado potencial inmunogénico y otra de masa molecular de 40 Kd con débil capacidad 
antigénica (Kusuda y col., 1978; Itami y Kusuda, 1980). 
Kanemori y col. (1987) demostraron que una proteasa extracelular producida por V. 
anguillarum desempeñaba un importante papel inmunogénico en la vacunación por inyección 
intraperitoneal de ayu y anguila. Sin embargo, la inmunización de ayu con este enzima por 
inmersión producía mortalidades por toxicidad. Este efecto tóxico de los componentes 
extracelulares había sido previamente observado por Aoki y col. (1981; 1984) y por Kusuda y 
col. (1980) en alevines de ayu inmunizados mediante inmersión hiperosmótica y por baño, 
respectivamente.  
Santos (1991) demostró que los componentes proteicos presentes en la envoltura 
celular y en los productos extracelulares son los principales compuestos inmunogénicos para 
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peces y la existencia de diferencias en la composición de antígenos celulares y extracelulares 
entre cepas de V. anguillarum de los serotipos O1 y O2a y O2b. En base a estos resultados se 
diseñó una vacuna compuesta por tres cepas bacterianas aisladas a partir de rodaballo, CECT 
5031 (O1), CECT 5032 (O2α) y CECT 5033 (O2β) y por sus productos extracelulares 
inactivados con formaldehido que demostró eficacia al ser administrada en rodaballo por baño 
corto, baño largo e inyección (Santos y col., 1991). Esta vacuna denominada originalmente 
como GAVA-3 es actualmente comercializada por laboratorios HIPRA bajo la referencia 
ICTHYOVAC-VR para el control de la vibriosis causada por los serotipos patógenos O1 y O2 
(subgrupos O2a y O2b).  
También se ha evaluado la eficacia de las vacunas elaboradas con bacterias vivas con 
variables resultados (Muroga, 1975; Braaten y Hodgins, 1976; Norqvist y col., 1989). 
Amend y Johnson (1981), estudiando la talla mínima a la cual se inducía protección en 
peces salmónidos vacunados por inmersión contra la vibriosis, encontraron que por debajo de 
los 0,5-1,0 g no se producía una respuesta inmunitaria duradera. Estudios posteriores (Tatner 
y Horne, 1983) mostraron que la vacunación por inmersión de trucha arcoiris de 2, 4, 6 y 10 
semanas resultaba en un incremento del grado de protección de los peces frente a una 
inoculación por vía intraperitoneal de la bacteria. Posteriormente, Santos y col. (1991) 
demostraron que la administración por baño de la vacuna GAVA-3 en trucha arcoiris (10g) y 
rodaballos (1,5g) confería elevados niveles de protección (>75%) frente a los serotipos 
patógenos (O1, O2a y O2b) de V. anguillarum.  
 
1.3.- El sistema inmunitario de peces teleósteos 
El sistema inmunitario de los peces presenta una serie de mecanismos de defensa 
frente a los microorganismos patógenos que actúan de forma complementaria y pueden 
dividirse en dos tipos: sistema inmunitario innato o inespecífico y sistema inmunitario 
específico o adquirido (Ellis, 1999; Dixon y Stet, 2001; Watts y col., 2001, Godoy, 2010). Los 
mecanismos de defensa inespecíficos, presentes en todos los seres vivos desde su nacimiento, 
están formados por componentes celulares y humorales que se activan en respuesta a 
propiedades químicas inherentes al agente agresor o elaborados por éste. El sistema 
inmunitario específico está formado por los linfocitos y sus productos incluidos los 
anticuerpos. Los mecanismos específicos requieren, al igual que en los mamíferos, una 
inducción por parte del antígeno, una discriminación de los elementos propios y extraños, una 
especificidad hacia el antígeno y una memoria inmunológica. La importancia relativa de 
ambos mecanismos de defensa puede variar con la edad del pez y están influenciados por 
distintos factores (factores ambientales, parámetros abióticos del agua, etc) (Ellis, 1999; 
Dixon y Stet, 2001; Watts y col, 2001, Tort y col., 2003; Godoy, 2010; Pradipta y col., 2012; 
Secombes y Wang, 2012). 
 
1.3.1.-Mecanismos de defensa específicos 
 
Dentro del sistema específico de defensa se encuentra la respuesta humoral específica 
y la respuesta celular específica. (Tabla 4) 
La respuesta humoral específica está representada por los anticuerpos o 
inmunoglobulinas (Igs) que son glicoproteínas producidas por el pez en respuesta a un 
antígeno y que aparecen fundamentalmente en el plasma, la sangre y otras secreciones (bilis, 
mucosas) (Ellis, 1999; Janeway y col., 2005; Nielsen y Esteve-Gassent, 2006). La 





es tetramérica en los teleósteos con dos cadenas ligeras y dos pesadas y una masa molecular 
de 700 kDa. Más recientemente se han identificado dos isotipos de cadena pesada, IgD y IgT, 
aunque no han sido completamente caracterizadas funcionalmente (Pradipta y col., 2012). IgD 
se cree que se encuentra en la membrana de las células B, donde puede actuar como un 
receptor. También se ha descrito el isotipo IgZ en peces. El isotipo de IgZ/IgT recientemente 
ha sido encontrado en espinoso (Gasterosteus aculeatus) y la carpa (Cyprinus carpio) y 
parece ser un isotipo de cadena pesada único limitado a peces Osteictios (Pradipta, 2012; 
Secombes y Wang, 2012). La Ig T es responsable de la inmunidad a nivel intestinal. 
Existen una serie de factores que influyen en la producción de inmunoglobulinas en 
los peces, tales como el estado de inmunocompetencia del individuo, la ruta de entrada del 
antígeno, la naturaleza del mismo, la dosis, la temperatura del agua y el uso de estimulantes. 
Al igual que en los mamíferos se puede inducir tolerancia en los peces antes de que 
éstos se hagan inmunológicamente competentes. Estudios en O. mykiss y Cyprinus carpio 
realizados por Ellis (1988b) han demostrado que las células citotóxicas y la producción de 
anticuerpos contra antígenos T independientes, se desarrollan 4 semanas post-eclosión. La 
habilidad para establecer una memoria inmunológica y producir anticuerpos contra antígenos 
T dependientes (requieren cooperación de las células T para la producción máxima de 
anticuerpos), se desarrolla 8 semanas post-eclosión (Tatner 1986; Ellis y col., 1998; 
Sommerset y col., 2005). Si se inyectan con un Ag T dependiente antes de este tiempo se 
produce la tolerancia inmunológica. 
La inmunidad celular específica está mediada por la cooperación entre linfocitos, 
fagocitos mononucleares y moléculas efectoras. En los peces hay una serie de 
inmunomoduladores cuyas funciones se asemejan bastante a las citoquinas de mamíferos 
(Pradipta, 2012; Secombes y Wang, 2012, Zou y Secombes., 2016).  
Las citoquinas de los peces tienen un papel en el desarrollo y la hematopoyesis. Las 
citoquinas atraen los leucocitos al sitio de la infección y activan los mecanismos 
antimicrobianos para matar a los invasores. Influyen en el tipo de respuesta con la clásica 
respuesta inmune tipo I y tipo II, probablemente controlada por la liberación de las citoquinas 
apropiadas por parte de las células linfoides o de las células de defensa tipo T, para una 
respuesta inmune temprana y dirigida a causar el mínimo daño en el pez.  
Esta respuesta de las citoquinas podría ser útil como marcador para el estudio de la 
efectividad de la vacunación en los peces o para la selección de los alevines de los ejemplares 
más resistentes. (Zou y Secombes., 2016). 
También existe un sistema genético polimórfico parecido al complejo principal de 
histocompatibilidad de mamíferos. Este sistema está implicado en el reconocimiento del 
antígeno por parte de células accesorias o presentadoras de antígeno. Estas células (monocitos 















Tabla  4.- Mecanismos de defensa específicos de los peces 
 
Mecanismos Humorales Mecanismos Celulares 
Anticuerpos  Macrófagos activados 
Anti-adhesinas  




Citotoquinas (IFNγ, TNF, IL-10, IL-20L, IL22, 
IL 26, IFN-a,d,e, IFN-b,c,f, IFN-γ rel ) 
 
Anti-invasinas   
Activación vía clásica del complemento   
 
 
1.3.2.-Mecanismos de defensa inespecíficos 
 
Los componentes del sistema inmune innato de los peces teleósteos desempeñan un 
importante papel en el control de las infecciones y en la eliminación de los microorganismos 
patógenos. Los mecanismos de defensa inespecíficos son mecanismos a corto plazo (Tabla 5), 
incluyen las barreras mecánicas primarias constituidas por los epitelios y su secreción o capa 
de moco, factores solubles que constituyen la defensa humoral inespecífica y varios tipos 
celulares que constituyen la defensa celular inespecífica (Tort y col., 2003; Magnodotir, 2006, 
Godoy, 2010, Pradipta, 2012; Secombes y Wang, 2012, Gómez y col., 2013, Zou y 
Secombes., 2016).   
a.- Barreras mecánicas. Los epitelios que recubren la superficie externa de los 
animales y su secreción o capa de moco sirven de protección permanente y son la primera 
línea de defensa, previniendo la colonización por microorganismos.  
En teleósteos, el intestino, la piel y las branquias son las principales superficies de la 
mucosa y las barreras inmunitarias. Los vertebrados inferiores, como los peces cartilaginosos 
y teleósteos, son los animales más antiguos con un sistema inmune adaptativo basado en 
anticuerpos, células B y células T. Además, los peces teleósteos son los vertebrados más 
primitivos donde se han caracterizado anticuerpos específicos en las mucosas.  
En las superficies mucosas de los mamíferos, la inmunoglobulina es la IgA, que es 
producida principalmente por las células plasmáticas presentes en la lámina propia intestinal. 
De manera similar, el homólogo IgA de teleósteos, IgT / IgZ, tiene un papel preponderante en 
la inmunidad a nivel de la mucosa intestinal. Adicionalmente, en mamíferos las Igs se 
exportan a través de barreras epiteliales en el lumen vía el receptor polimérico de la 
inmunoglobulina (pIgR) expresado por el epitelio. El pIgR también se expresa en el intestino  
y la piel de los teleósteos y es responsable del transporte de IgM e IgT a través de las barreras 
mucosas (Gómez y col., 2013). 
Entre los mecanismos de defensa innatos presentes en las superficies mucosas, el 
moco es uno de los más importantes. Las moléculas predominantes en el moco son las 
mucinas. Además de las mucinas, el moco contiene una mezcla compleja de proteínas 
compuesta por precipitinas inespecíficas, lisozima, enzimas proteolíticas, proteína C reactiva, 
las cuales constituyen una barrera de defensa química primaria. También se ha descrito la 







b.- Defensa humoral no específica. En el suero existen distintos compuestos capaces 
de inhibir la multiplicación microbiana como: transferrina, lisozima, lectinas, proteína C 
reactiva y complemento (Tort y col., 2003; Godoy, 2010, Pradipta, 2012; Secombes y Wang, 
2012, Gómez y col., 2013, Zou y Secombes., 2016). 
La transferrina es una glicoproteína que puede unirse al hierro y participa en el 
transporte de este elemento entre las zonas de absorción, almacenamiento y utilización en los 
organismos vertebrados. La transferrina limita la cantidad de hierro endógeno disponible para 
los microorganismos patógenos inhibiendo su multiplicación.  
La lisozima es una enzima mucolítica con acción antimicrobiana debido a su 
capacidad para degradar el peptidoglucano de la pared celular bacteriana, particularmente en 
Gram-positivas, causando la lisis. En bacterias Gram-negativas la enzima actúa después de 
que el complemento y otros enzimas hayan roto la membrana externa, dejando accesible la 
capa de peptidoglucano. Además de su acción directa sobre la célula bacteriana, la lisozima 
promueve la fagocitosis actuando como opsonina y activando a los macrófagos. Se ha 
detectado en suero, mucus y en tejidos ricos en leucocitos como el riñón, el bazo y el 
intestino, tanto en peces de agua de mar como de agua dulce. En peces la enzima lisozima 
actúa como una proteína en fase aguda que es inducida muy rápidamente en respuesta a la 
presencia de bacterias o ante situaciones de estrés. 
Las lectinas o hemaglutininas son proteínas que aglutinan células y/o precipitan 
glicoconjugados. Se han descrito en el mucus, huevos y suero de muchas especies de peces y 
se ha sugerido que su acción antimicrobiana es debida a su capacidad de actuar como 
opsoninas en el proceso de fagocitosis y de activar el complemento. La producción de 
aglutininas puede verse incrementada tras la exposición a antígenos y/o otras sustancias. Sin 
embargo, las lectinas son proteínas o glucoproteínas constitutivas que poseen capacidad para 
unirse a residuos de carbohidratos. 
La proteína C reactiva, en contraste con la de mamíferos, puede ser un componente 
normal del suero, es capaz de unirse a los residuos de fosforil-colina presentes en la 
membrana celular de varias bacterias, parásitos u hongos causando la aglutinación de éstos (lo 
que induce su fagocitosis), activan el complemento y pueden actuar como opsoninas. Se 
produce en respuesta al estrés, manipulación, exposición antigénica, etc. 
El complemento está constituido por un conjunto de proteínas séricas que juega un 
importante papel en la inmunidad humoral y celular. La estimulación del sistema de 
complemento desencadena reacciones bioquímicas que son acompañadas por la generación de 
numerosos mediadores biológicamente activos en la inflamación. Los componentes del 
complemento actúan de forma secuencial participando en la muerte y eliminación de 
microorganismos patógenos y en la activación de respuestas inespecíficas relacionadas con la 
inflamación. El sistema de complemento en peces puede ser activado a través de la vía clásica 
o dependiente de anticuerpo y la vía alternativa o independiente de anticuerpo. 
En los peces el sistema del complemento constituye el factor humoral más importante 
dentro de la inmunidad innata. El complemento de peces difiere del complemento de 
mamíferos en la temperatura de reacción (menor en peces), por tener un mayor efecto 
antimicrobiano y por ser más específico de especie y grupo. Otra diferencia es la presencia en 
peces de múltiples isoformas activas del enzima C3, cuya posible función sea la 
especialización para unirse a superficies específicas incrementando así la eficacia de 
eliminación del inmunógeno.  
La tripsina y las células que contienen esta proteasa se encuentran en la epidermis, 




c.- Defensa celular no específica. Las principales células implicadas en los 
mecanismos de defensa no específicos son las células citotóxicas naturales y las células 
fagocíticas (Tafalla y Novoa, 2000; Tort y col., 2003; Godoy, 2010, Pradipta, 2012; 
Secombes y Wang, 2012, Gómez y col., 2013, Zou y Secombes., 2016). 
Las células citotóxicas naturales son equivalentes a las células “natural killer” de 
mamíferos y están implicadas principalmente en la resistencia a protozoos y virus y la lisis de 
células tumorales. Su actividad depende del contacto directo con las células diana mediante la 
unión a receptores específicos y se han descrito en sus membranas moléculas necesarias para 
el reconocimiento de células diana. La actividad citotóxica de los leucocitos puede 
modificarse por la acción de sustancias que actúan como inmunoestimulantes. 
Las células fagocíticas desempeñan un papel fundamental en la defensa frente a 
microorganismos patógenos. Las principales células implicadas son los neutrófilos, los 
monocitos y los macrófagos que tienen capacidad para reconocer partículas extrañas (material 
inerte, antígenos, microorganimos patógenos…) e internalizarlas mediante receptores de 
membrana dependientes de opsonización (reconocen inmunoglobulinas, complemento o 
fibronectina) o independientes de opsonización (receptores de mananos y glucanos). Tras la 
internalización y formación del fagosoma, se produce la destrucción y digestión del material 
fagocitado gracias a la acción de metabolitos tóxicos (intra o extracelulares) dependientes o 
independientes del oxígeno producidos por los fagocitos.  
Entre los metabolitos tóxicos independientes del oxígeno se encuentran los enzimas 
bactericidas y péptidos antimicrobianos. Los fagocitos poseen además actividad quitinolítica y 
proteolítica. 
Entre los metabolitos tóxicos dependientes del oxígeno se encuentran el anión 
superóxido (O2-), peróxido de hidrógeno (H2O2), radicales hidroxilo (-OH), singletes de 
oxigeno (1O2), compuestos halogenados como el ácido hipocloroso (HOCL) y compuestos 
derivados de la interacción del anión superóxido con el óxido nítrico (NO) como son los iones 
NO+ o NO-, dióxido de nitrógeno (NO2), nitrosotrioles o peroxinitritos (ONOO-). Los 
intermediarios reactivos del oxígeno se generan por acción de una NADPH-oxidasa ligada a 
la membrana que se activa tras la estimulación de los fagocitos por contacto con distintos 
agentes (microorganismos patógenos, péptidos, esferas de látex, ésteres de forbol…). Estas 
reacciones requieren un elevado consumo de oxígeno y es lo que se conoce como “estallido 
respiratorio dependiente del oxígeno”. Los compuestos halogenados se generan por acción de 
la mieloperoxidasa presente en los gránulos citoplasmáticos de los fagocitos en presencia de 
H2O2 e iones de cloro. El NO se genera por acción de la NO sintetasa que puede ser 
constitutiva o inducible. 
Los neutrófilos de peces participan en el proceso inflamatorio y presentan capacidad 
fagocítica y bactericida gracias a la liberación de enzimas y a la producción de metabolitos 
tóxicos dependientes del oxígeno. 
Los monocitos son células presentes en la sangre que se diferencian en macrófagos 
cuando se establecen en tejidos. Tienen capacidad fagocítica y presentan actividad esterasa no 
específica y fosfatasa ácida y alcalina. 
Los macrófagos se encuentran en diferentes órganos de los peces, siendo 
especialmente abundantes en riñón y bazo y en la cavidad peritoneal). Los macrófagos son 
parte fundamental de la defensa inespecífica, poseen receptores para las inmunoglobulinas y 
el complemento y tienen un amplio rango de funciones basadas en la producción y secreción 
de enzimas, péptidos antimicrobianos, especies reactivas del oxígeno y nitrógeno y 
citoquinas. Además, los macrófagos forman parte de la respuesta inmune específica 





por liberación de moléculas inmunmoduladoras, presentando antígenos en su membrana 
mediante moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase II. 
 
Tabla  5.- Mecanismos de defensa no específicos de los peces 
Especies reactivas del oxígeno: Anión superóxido (O2
-), peróxido de hidrógeno (H2O2), radicales hidroxilo (-
OH), singletes de oxigeno (1O2); especies reactivas del nitrógeno: óxido nítrico (NO), iones NO
+ o NO-, 
dióxido de nitrógeno (NO2), nitrosotrioles o peroxinitritos (ONOO
-).  
 
1.4.-Aplicación de la citometría de flujo al estudio de la respuesta inmune 
 
El citómetro de flujo es un aparato capaz de medir componentes y propiedades de 
células y orgánulos celulares por medio de la interacción de las células que fluyen en flujo 
continuo con un haz de luz láser. El citómetro de flujo es capaz de describir características 
físicas o químicas de las células. Los componentes básicos de un citómetro se muestran en la 
figura 8. 
 






Transferrina Estallido respiratorio*: especies reactivas del oxígeno. 
Antiproteasas Enzimas 
Péptidos antibacterianos Macrófagos 
Lectinas Estallido respiratorio*: especies reactivas del oxígeno y el 
nitrógeno 
Lisinas Enzimas  





Dependiendo de si las características pueden o no medirse mediante sondas, los 
parámetros a analizar se clasifican en cuatro tipos: 
- Parámetros estructurales intrínsecos (detectables sin necesidad de sonda): tamaño 
celular, forma celular, granularidad citoplásmica, fluorescencia de proteínas (triptófano, 
tirosina), etc. 
- Parámetros funcionales intrínsecos (detectables sin necesidad de sonda): estado 
redox (fluorescencia debida a nucleótidos de flavina y piridina), etc. 
- Parámetros estructurales extrínsecos (medida que precisa un marcaje con sondas): 
contenido en DNA, marcaje de antígenos de superficie, etc. 
- Parámetros funcionales extrínsecos: integridad de membrana, actividad de enzimas, 
síntesis de DNA, potencial citoplásmico/mitocondrial, pH intracelular, etc. 
Así las células a estudiar se marcan con compuestos fluorescentes, que se unen 
específicamente a un constituyente celular, y son capaces de excitarse con una fuente 
luminosa de alta energía. Se pueden usar varios fluorocromos simultáneamente, que sean 
excitables con la fuente de luz del láser, de este modo, se pueden medir simultáneamente 
varios parámetros de una sola célula. De forma general un citómetro de flujo típico es capaz 
de detectar fluorescencia en cuatro regiones espectrales verde (510-540 nm), amarillo (560-
580 nm), naranja (605-635 nm) y rojo (650 nm y por encima). Una célula tarda unos 10 μs en 
pasar a través del haz de luz del citómetro de flujo. Durante ese tiempo, los detectores 
producirán unos pulsos breves que serán convertidos en pulsos de voltaje por los 
preamplificadores. Es decir, las señales eléctricas analógicas que nos proporciona el citómetro 
se convierten en señales digitales y son procesadas por un ordenador, con el fin de generar 
histogramas o citogramas con los parámetros deseados y posteriormente poder efectuar el 
análisis de los mismos.  
Los histogramas o distribución de frecuencias de un solo parámetro (Fig.9A). El eje 
horizontal de cada histograma indica la intensidad de fluorescencia y el eje vertical representa 
el número de células con la intensidad de fluorescencia correspondiente. Los histogramas no 
dan ninguna indicación de correlación entre dos variables relacionadas a nivel de célula 
individual. Esta forma de representación de la información multiparamétrica se denomina 





Además de los datos adquiridos en las diferentes representaciones gráficas, al exportar 
los datos del citómetro se adquieren en forma de lista. La adquisición de datos en modo de 





lista no excluye la generación de histogramas, citogramas o distribuciones multivariantes 
mientras una muestra se está adquiriendo y además ofrece al usuario la posibilidad de 
reanalizar los datos después de que sean adquiridos. A su vez, Los programas de análisis de 
datos permiten la definición de regiones poligonales alrededor de un grupo que, generalmente, 
es una población celular, por ejemplo los linfocitos T (tiene la ventaja de seleccionar 
subpoblaciones).  
La citometría de flujo (CMF) es una técnica con un gran potencial para el análisis 
cualitativo y cuantitativo de las funciones y actividades celulares y para estudios 
hematológicos, patológicos e inmunológicos gracias a la posibilidad de realizar medidas 
simultáneas de varios parámetros de forma individualizada en un gran número de células, y el 
de separación celular activada por fluorescencia.  
El estudio de la fórmula leucocitaria en sangre de peces puede aportar información 
relevante sobre su estado de salud y/o inmunocompetencia, sin necesidad del sacrificio del 
pez. El análisis de este parámetro por citometría de flujo presenta la ventaja de la rapidez y 
fiabilidad estadística de los resultados debido al elevado número de células estudiadas y 
además, nos da información sobre la composición cualitativa y cuantitativa de las poblaciones 
de leucocitos y su actividad celular lo cual podría ser de gran ayuda, al igual que ocurre en 
mamíferos, en el diagnóstico de enfermedades. 
La determinación de la capacidad fagocítica y del estadillo respiratorio mediante CMF 
puede ser útil para la evaluación de la respuesta inmune en distintas poblaciones de peces. 
(Secombes, 1996; Castro y col., 1999; Ellis, 1999; Leiro y col., 2000; El Morabit y col., 
2006).  
Por otra parte, mientras algunos antígenos tienen capacidad estimuladora del sistema 
inmunitario provocando la proliferación de leucocitos, otros pueden tener un efecto inmuno-
supresor, debido en parte a la inducción de apoptosis. La proliferación leucocitaria en 
respuesta a compuestos mitógenos (lipopolisacáridos bacteriano, fitohemaglutinina de 
plantas,...), es similar a la respuesta observada tras la exposición a antígenos, pero no requiere 
la acción de las células presentadoras de antígeno (Fernández, 2002). Los ensayos de 
proliferación celular permiten determinar la variación en el contenido de ADN durante el 
ciclo celular y, en base a ello, valorar el estado global de la respuesta celular de un animal y 
diagnosticar si éste ha estado expuesto previamente a un microorganismo por vacunación o 
infección natural. El estudio de la proliferación de leucocitos en peces teleósteos requiere la 
utilización de condiciones de cultivo óptimas para la realización del ensayo (Rosenberg-Wiser 
y Avtalian, 1982; DeKoning y Kaattari, 1991) y la utilización de agentes capaces de estimular 
la proliferación de células que no hayan tenido una exposición previa a dicho compuesto. Sin 
embargo, existe poca información respeto al efecto de la exposición a patógenos o de la 
inmunización sobre el ciclo celular y pocos investigadores han aplicado la CMF para su 
evaluación (Chilmonczyk y Monge, 1999). 
También resulta útil la citometría de flujo para el estudio de los diferentes aspectos de 
la necrobiología, asociados con la muerte celular. Se describieron numerosos métodos 
basados en cambios en la morfología celular, estructura y función de la membrana plasmática, 
en la función de los orgánulos celulares, en la estabilidad y fragmentación del ADN para 
identificar células apoptóticas y necróticas. Algunos de los métodos para diferenciar células 
viables de células que están sufriendo apoptosis o necrosis, son: 
- Alteraciones en el tamaño y complejidad. La capacidad de las células de dispersar la 
luz se ve alterada durante la muerte celular. La necrosis celular está asociada con un 
incremento inicial seguido de una rápida disminución de la capacidad de la célula para 
dispersar la luz simultáneamente en ambas direcciones (FSC, SSC).  
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- Evaluación de la actividad de caspasas en células apoptóticas. Puede estudiarse 
mediante anticuerpos contra caspasa activa o contra productos hidrolizados por las caspasas 
(se comercializan anticuerpos anti-caspasa-3 activa). La conjugación del anticuerpo con un 
fluorocromo, nos permite marcar células y estudiarlas por citometría de flujo. También puede 
ser detectada utilizando un sustrato de caspasas fluorogénico capaz de entrar en células 
intactas. Por último, un método que se basa en el uso de inhibidores de caspasas marcados con 
un fluorocromo (fluorochrome-labeled inhibitors of caspases, FLICA) (Smolewski P, 2001). 
FLICA penetra a través de la membrana plasmática de las células viables sin resultar tóxico 
para la célula.  
- Alteraciones del potencial de membrana mitocondrial. La mitocondria juega un papel 
fundamental en la apoptosis pues en su núcleo central es donde se activa o no la apoptosis 
(Kroemer G, 1997; Green DR y Kroemer G, 1998; Green DR y Reed JC, 1998). La apertura 
de poros en la membrana resulta de la distribución asimétrica de protones a ambos lados de la 
membrana interna mitocondrial, que se conoce como transición del potencial transmembrana 
mitocondrial y es un paso temprano de la apoptosis que se manifiesta con una pérdida de la 
capacidad de la célula para acumular estos fluorocromos en las mitocondrias y ocurre antes de 
la fragmentación de DNA nuclear (Marchetti P, 1996). Este fenómeno puede medirse por 
citometría de flujo utilizando distintos marcadores como la rodamina 123.  
- Medida de la cantidad de ADN celular. Proporciona información del ciclo celular de 
las células no apoptóticas.  
Aunque la CMF es utilizada de forma rutinaria para la realización de este tipo de 
estudios en mamíferos, existen muy pocos trabajos en los que se haga uso de esta técnica para 
la investigación de aspectos funcionales del mecanismo de defensa celular en peces y 
moluscos (Esteban y col., 1998; Chilmonczyk y Monge, 1999, Stosik y col., 2002; Cárdenas y 
























 2. OBJETIVOS 
 
 
La preservación del estado de salud de las especies en cultivo sigue siendo un tema 
prioritario para el desarrollo de la acuicultura. Como ocurre en otras áreas de la producción 
animal, las enfermedades infecciosas son un riesgo en los sistemas de cultivo de peces, con el 
potencial de causar grandes pérdidas económicas, asociadas directamente a las mortalidades o 
a la reducción del valor comercial del pescado como alimento para los seres humanos. El 
conocimiento de los agentes etiológicos de las enfermedades que afectan al rodaballo 
(Scophthalmus maximus) y lenguado (Solea senegalensis) en cultivo y del sistema inmune de 
estas especies es esencial para el desarrollo de medidas de prevención eficaces. Por todo ello, 
en el presente trabajo se han planteado los siguientes objetivos: 
  
• Caracterización fenotípica, serológica y molecular de cepas bacterianas 
aisladas a partir de lenguados y rodaballos enfermos y evaluación de su 
grado de virulencia para peces. 
 
• Optimización de técnicas, basadas en espectrofotometría y en citometría de 
flujo, para el estudio de la respuesta inmune no específica del rodaballo y 
lenguado.  
 
• Evaluación del efecto de la infección bacteriana sobre la respuesta 
inmunitaria de los peces. 
 
• Evaluación de factores que afectan a la eficacia de la vacunación frente a la 











3. ESTUDIO DE LAS PRINCIPALES 
PATOLOGÍAS QUE AFECTAN AL 
RODABALLO Y LENGUADO 
 
 
3.1.-Materiales y Métodos 
3.1.1.-Cepas bacterianas: Origen, aislamiento y conservación  
 
Las cepas utilizadas en el presente estudio han sido aisladas en piscifactorías de la 
Comunidad Autónoma de Galicia, a partir de rodaballo (Scophthalmus maximus) y de 
lenguado (Solea senegalensis) cultivados. Los muestreos se realizaron durante el período 
2002 al 2007 para el rodaballo y durante el periodo 2004 al 2006 para el lenguado. Además, 
se han utilizado cepas bacterianas aisladas a partir de lenguados enfermos cultivados en otras 
piscifactorías de la península, que han sido donadas por la empresa Skreeting (Cojobar, 
Burgos), y cepas de referencia de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC), de la 
Colección de Bacterias Marinas e Industriales (NCIMB) y de la colección de nuestro 
laboratorio (Tabla 6). 
El aislamiento bacteriano se realizó por siembra directa en medio sólido a partir de 
órganos internos (hígado, riñón anterior y bazo) de peces enfermos y de úlceras externas, 
previo sacrificio de los animales mediante sobredosis (200 mg/L) del anestésico Tricaína 
Metanosulfonato (MS222, Sigma). Los medios empleados para el aislamiento fueron 
Tripticasa Soja Agar (Pronadisa) con 1% de cloruro sódico (TSA-1), Agar de Tiosulfato-
Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS, Oxoid), Agar Marino (MA, Pronadisa) y Medio para 
Flexibacter maritimus (FMM, Pazos y col., 1993). Las placas se incubaron entre 24 horas y 3 
días a 20°C, aislando posteriormente las colonias más representativas en TSA-1 y FMM para 
la obtención de cultivos puros.  
Todas las cepas se mantuvieron en viales comerciales de congelación MicrobankTM  
(Prolab Diagnostics, Ontario, Canadá) a una temperatura de –80 ºC, hasta su uso. 
 
3.1.2.- Caracterización taxonómica 
 
Para la identificación de las cepas se utilizaron los métodos convencionales en tubo y 
placa, y los sistemas multiprueba API 20E para el caso de las bacterias Gram-negativas 
aeróbicas facultativas y API ZYM para el grupo de las bacterias filamentosas (BioMérieux, 
España). 
3.1.2.1-Estudios morfológicos, fisiológicos y bioquímicos 
 
Métodos convencionales en tubo y placa 
Los aislados bacterianos fueron sometidos a una serie de pruebas morfológicas, 
fisiológicas y bioquímicas, siguiendo los procedimientos descritos por Alsina (1994), 
Bernardet y col., (2002) y Buller, (2014). Excepto que se especifique lo contrario, los medios 
utilizados para la caracterización de bacterias filamentosas se prepararon en agua de mar. En 
los ensayos se emplearon suspensiones bacterianas, ajustadas por comparación de turbidez 





Tabla  6.- Cepas bacterianas utilizadas en el presente estudio 
Cepas (serotipo) Origen 




Agua de mar  
S. maximus, España  





Gadus morhua, Dinamarca 




ATCC 43307 (O3A) 
B 1.1.12/4 (O2 B) 
 
Scophthalmus maximus, España 
S. maximus, España 
S. maximus, España 
Oncorhynchus mykiss, Dinamarca 
Agua de mar, Dinamarca 
Photobacterium damselae subsp. piscicida 
ATCC 33539 
 
Chromis punctipinnis, USA 
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida 
TO96 7.1 
IAs 06-1 
Tenacibaculum maritimum  
NCIMB2153 (O1)  
LL01 8.3.8 (O1) 
LPV1.7 (O2)  
LM027.5.4 (O3) 
 Q02.10.1.2 (O4) 
 
S. maximus. Portugal 
S. maximus. España 
 
Acanthopagrus schlegeli; Japón 
 Solea senegalensis, España 
S. maximus, España 
S. maximus, España 
S. maximus, España 
*Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC), de la Colección de Bacterias Marinas e Industriales (NCIMB) 
 
La temperatura de incubación fue de 20°C y la lectura final de los resultados se realizó 
entre las 72 horas y los 15 días. Los caracteres determinados fueron los siguientes: 
* Morfología, y movilidad por microscopía utilizando frotis de cultivos frescos. 
*Carácter Gram: se determinó tanto por tinción como por el método Buck (1982). 
*Citocromo-oxidasa: prueba efectuada siguiendo el método de Kovacs (Kovacs, 
1956). Los aislados que presentaron sistema citocromo-oxidasa actuaron antes de 10 segundos 
sobre el reactivo, virando a un compuesto oxidado de color violeta. 
*Catalasa: se determinó por adición de peróxido de hidrógeno (H2O2) al 3% (v/v) 
sobre un cultivo de 72 horas de bacteria. La formación inmediata de burbujas indica una 
reacción positiva. 
*Producción de indol: Se determinó por adición de unas gotas de reactivo de Kovacs, 
sobre un cultivo en caldo triptona (1% p/v). La aparición de anillo rojo en la superficie del 
medio tras la adición del reactivo se consideró indicativo de la producción de indol a partir de 
triptófano. 
*Prueba de Voges-Proskauer: determina la capacidad de los microorganismos de 
producir acetoína a partir de la fermentación de la glucosa. La prueba se realizó sembrando 
las cepas en medio de cultivo suplementado con 0,7% (p/v) de peptona y 0,5% (p/v) de 
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glucosa. Después de incubar 7 días a 20ºC se añadieron los reactivos α-naftol (al 5% (p/v) en 
etanol) e hidróxido potásico (KOH al 40% (p/v). se consideró como reacción positiva la 
aparición en la superficie del medio de un anillo marrón-rojizo. 
*Prueba del rojo de metilo: con esta prueba se determina la capacidad del 
microorganismo para producir y mantener estables los productos terminales ácidos resultantes 
de la fermentación de la glucosa. Se utilizó el mismo medio de cultivo que en la prueba 
anterior. Tras la incubación de siete días se añadieron unas gotas del reactivo rojo metilo 
(0,02% (p/v) en etanol al 55% (v/v). Se consideró una reacción positiva si el colorante se 
mantenía rojo en la superficie del medio (indicativo de pH próximo a 4) y negativa si el color 
producido es amarillo (pH>6). 
*Reducción de nitratos: se realizó en medio líquido suplementado con 0,1% (p/v) de 
nitrato potásico. Las cepas bacterianas se inocularon en 5ml de medio y al cabo de 7 días se 
les añadió los reactivo α-naftilamina al 0,5% (p/v) y ácido sulfanílico al 0,8% (p/v). La 
aparición de un color rojizo indicó una reacción positiva debida a la presencia de nitritos en el 
medio. En los tubos negativos (amarillos) se añadió zinc en polvo para confirmar la presencia 
de nitratos no reducidos, en cuyo caso se producía el cambio a color rojo. 
*Producción de glucano galactosamina: la producción de este polisacárido extracelular 
se hizo por adición sobre el medio de cultivo, de una solución de rojo Congo al 0,01% (p/v). 
Transcurrido un minuto se lavó la superficie 2 veces con agua destilada. Las bacterias 
productoras de glucano galactosamina absorben el colorante y las colonias se observan de 
color rojo tras el lavado. 
*Producción de SH2: la producción de ácido sulfhídrico a partir de los aminoácidos que 
contienen azufre se detectó utilizando una pequeña tira de papel de filtro impregnada en 
acetato de plomo y suspendida sobre un cultivo denso de la bacteria en 5 ml de medio líquido 
suplementado con 5% (p/v) de peptona. Los tubos se incubaron a 20ºC durante 15 días. La 
reacción positiva consiste en un ennegrecimiento de la tira de papel. 
* Producción de pigmento: La presencia de pigmentos del tipo de la flexirrubina fue 
detectada suspendiendo una fracción tomada de un cultivo fresco en agar FMM, sobre una 
gota de KOH al 20% (p/v) (Reichenbach y col., 1980). El cambio inmediato de color (de 
amarillo a marrón rojizo) de las células bacterianas indica la producción de pigmentos tipo 
flexirrubina. 
* Metabolismo oxidativo-fermentativo: Se determinó inoculando cada cepa por 
duplicado en tubos con medio O/F (Difco) o medio ZOF [Caldo Marino 2216-E como medio 
basal, suplementado con un 0,3 % (p/v) de agar, un 0,05% (p/v) de Tris, 1% (p/v) de glucosa 
y 0,002 % (p/v) de rojo fenol]  descrito por Lemos y col. (1985). Uno de los tubos se mantuvo 
en anaerobiosis recubriendo la superficie del medio con parafina líquida estéril. Los tubos se 
incubaron durante 15 días. La reacción que indicó que la bacteria poseía un metabolismo de 
tipo fermentativo consistió en la aparición de color amarillo en el tubo cubierto con parafina o 
en ambos tubos debido al crecimiento de las bacterias con la consiguiente acidificación del 
medio, que en origen era verde. Si sólo se produjo acidificación en el tubo aeróbico, se 
consideró que el organismo utilizaba el carbohidrato por oxidación. 
*Actividades enzimáticas: se determinó la producción de varias enzimas mediante la 
técnica de difusión radial en placa: 
Hidrólisis de gelatina: esta actividad se evaluó en medio sólido suplementado con 
1%(p/v) de gelatina. Se incubó la placa durante 5 días y se reveló añadiendo cloruro de 
mercurio al 1% (p/v) en agua destilada sobre la superficie de las placas inoculadas. Se 





Producción de esterasas: se determinó en medio sólido suplementado con 1% (v/v) de 
Tween 80 ó de Tween 20. La aparición de un halo opaco en torno al inóculo indicó la 
producción de enzima. 
Hidrólisis de almidón: la producción de amilasas se determinó en medio sólido 
suplementado con 1% (p/v) de almidón. Al cabo de 5 días de incubación se revelaron por 
adición de Lugol. La presencia de halos claros en torno a las colonias indica la producción de 
amilasas. 
*Producción de ácido a partir de azúcares y polialcoholes: las bacterias se sembraron 
en el medio O/F de Hugh y Leifson o en medio FMM suplementado con rojo fenol al 0,002% 
(p/v), agar al 0,3% (p/v) y los correspondientes sustratos a una concentración final del 1% 
(p/v). Se examinó la utilización de los siguientes azúcares; glucosa, sacarosa, fructosa, 
ramnosa, manosa, maltosa, lactosa, ribosa, salicina, glicerol, sorbitol, manitol e inositol. 
*Crecimiento a distintas temperaturas: el crecimiento a diferentes temperaturas se 
determinó en medio sólido y medio líquido, incubando los cultivos a las temperaturas de 4°C, 
15°C, 20°C, 25°C, 37°C y 44°C durante un período de 15 días. En el caso de la determinación 
del crecimiento en el medio líquido éste se determinó por turbidez. 
*Crecimiento en medio con NaCl: se evaluó en caldo de Soja tripticaseína (TSB) 
suplementado con diferentes concentraciones de NaCl (0, 0,8%, 1%, 3%, 5%, 7% y 10%; 
p/v). Los tubos se incubaron a 20°C con agitación constante durante 15 días. El crecimiento 
se determinó por turbidez. 
*Crecimiento en medio Marino: se determinó utilizando los medios comerciales caldo 
y agar marino preparados según las indicaciones del fabricante. Los cultivos se examinaron 
durante un período de 15 días. El crecimiento se determinó por turbidez. 
*Sensibilidad a agentes antimicrobianos: La sensibilidad de los aislados a diferentes 
agentes quimioterápicos se evaluó por el método de difusión en placas utilizando los medios 
FMM (bacterias filamentosas) o Mueller Hinton Agar (MHA), según la metodología descrita 
por Barry y Thornsberry (1991). Los agentes antimicrobianos (Oxoid) empleados en la 
realización de los antibiogramas así como sus concentraciones (expresadas en µg/disco) 
fueron: Ampicilina (AMP, 10), Novobiocina (Nv, 30), Oxitetraciclina (OT, 30) y el agente 
vibriostático Pteridina (O129, 150). Debido a que nuestras cepas han sido aisladas a partir de 
peces, no se han seguido los criterios clínicos para la interpretación de los resultados. En este 
estudio la aparición de un halo de inhibición del crecimiento en torno al disco se consideró 
indicativo de la sensibilidad de la bacteria al agente antimicrobiano independientemente del 
diámetro del mismo. 
 
Sistemas multiprueba 
Se utilizaron dos sistemas multiprueba diferentes en función del tipo de bacteria que 
tuviéramos que analizar.  
* El sistema API ZYM está diseñado para detectar y cuantificar la presencia de 19 
enzimas. Este sistema se utilizó para la caracterización de las bacterias filamentosas aisladas 
durante el estudio. Las bacterias crecidas en agar FMM se suspendieron en agua de mar a una 
concentración de 9·108 bacterias/ml, se añadieron 35 µl de cada suspensión bacteriana en cada 
una de las 20 cúpulas de la galería. Transcurrido el período de incubación (18 h a 25°C) se 
añadieron los reactivos ZYM A [25% Tris (p/v), 11% (v/v) HCl al 37% y 10% (p/v) SDS 
(Dodecil Sulfato Sódico), en agua destilada] y ZYM B [0,35% Fast Blue BB (p/v) en 2-
Metoxi-Etanol]. La presencia de actividad enzimática se determinó por comparación del color 
de las reacciones observadas con respecto a la escala de lectura que suministra el fabricante. 
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*El sistema API 20E consta de 20 pruebas y fue utilizado para la caracterización de 
bacterias Gram-negativas aeróbicas facultativas. A partir de los cultivos en TSA-1%, se 
prepararon suspensiones en solución salina (0,9% NaCl), ajustando las concentraciones por 
turbidez al tubo nº 3 de la escala McFarland. El sistema se inoculó siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Las galerías se incubaron a 20 ºC durante 24-48 horas. Al cabo de este tiempo 
se realizó la lectura por comparación con la escala de color que suministra el fabricante. 
 
3.1.2.2.-Serotipado de las cepas mediante aglutinación  
 
La caracterización serológica de las cepas se realizó mediante la técnica serológica de 
aglutinación en portaobjetos utilizando antisueros policlonales y suspensiones de antígeno 
“O”. En la tipificación se han utilizado los antisueros frente a las células bacterianas 
completas inactivadas con formol, de las especies bacterianas reflejadas en la Tabla 6 y que se 
relacionan a continuación: anti-Vibrio anguillarum (serotipos O1, O2 y O3), anti-Vibrio 
splendidus (serotipo F) y anti-V. pelagius (serotipo A), anti-P. damselae subsp. piscicida, 
anti-A. salmonicida y anti-T. maritimum, (serotipos O1, O2, O3 y O4). Para la preparación de 
los antígenos, las cepas aisladas se cultivaron en medio TSA-1 (bacterias Gram-negativas 
aeróbicas facultativas) o en medio FMM (bacterias filamentosas) durante 48 h a 20ºC. 
Finalizado el tiempo de incubación se suspendieron las células en tampón fosfato salino (PBS, 
pH 7,4) a una concentración aproximada de 109UFC/ml (escala de McFarland y se sometieron 
a calentamiento a 100ºC durante 1 hora para la obtención del antígeno “O”. 
Para el ensayo de aglutinación en portaobjetos se mezclaron en un portaobjetos 
volúmenes iguales de las suspensiones de antígeno “O” y el antisuero diluido 1/10, siguiendo 
el procedimiento descrito por Toranzo y col. (1987) y Santos y col. (1995). La aparición de 
una aglutinación rápida y clara antes de un minuto se consideró como una reacción positiva. 
La ausencia de aglutinación o una aglutinación débil después de 5 min, se consideró una 
reacción negativa. Como controles negativos se utilizaron las suspensiones antigénicas 
mezcladas con suero de conejo no inmunizado y con PBS. 
3.1.2.3.- Identificación mediante métodos moleculares 
 
La identificación microbiológica de los aislados se confirmó mediante métodos 
moleculares basados en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), siguiendo la 
metodología descrita previamente para T. maritimum (Cepeda y col., 2003), V. anguillarum 
(González y col., 2004) y P. damselae subsp. piscicida (Osorio y col.,1999). En la Tabla 7 se 
reflejan los cebadores y condiciones de amplificación utilizados en los ensayos. El análisis de 
los productos de PCR se realizó mediante electroforesis en cubeta  horizontal (100 V/1h) 
empleando geles de agarosa (tipo II, Sigma) al 1% (p/v) en tampón Tris ácido acético EDTA 
(TAE, 40mM Tris, 20mM ácido acético, 1mM EDTA, pH 8,3) con Red Safe (INtRON, 
20.000x ). Los productos de amplificación se visualizaron utilizando un transiluminador de 
luz ultravioleta (BioRad UV Transilluminator 2000) y se fotografiaron usando una cámara 
Canon G9. 
 
3.1.3.- Peces utilizados, centro de experimentación y condiciones de 
mantenimiento 
 
Se han utilizado rodaballos y lenguados sanos, provenientes de piscifactorías de 





Animalario experimental de la Facultad de Biología de la Universidade de Santiago de 
Compostela (REGA ES150780263301), en el marco del proyecto de experimentación animal 
con autorización número 15004/16/004. En los estudios con animales de experimentación 
incluidos en esta tesis se han tenido en cuenta las consideraciones legales y técnicas 
recopgidas en el R.D. 53/2013 del 1 de febrero, BOE nº 34, del 8 de febrero, en el que se 
establecen las normas básicas aplicables para la protección de los animales utilizados en 
experimentación y otros fines científicos. Los ensayos de experimentación animal han sido 
realizados por la Profesora Ysabel Santos Rodríguez, codirectora de la tesis. 
Antes del inicio del experimento, los peces se aclimataron durante 15 días en el 
Animalario experimental, en tanques cuadrados (115 x 96x 65 cm) con una carga de biomasa 
inferior a 15 Kg/m2.  
Las condiciones de mantenimiento de los peces fueron: salinidad de 32%0, oxígeno 
disuelto mayor o igual a 8 mg·l-1, temperatura del agua de 16ºC para el rodaballo y 18ºC para 
el lenguado, y un caudal de flujo abierto de 15 L/Kg/hora. Los peces fueron alimentados “ad 
libitum” con pienso comercial. Las operaciones de mantenimiento de los peces fueron 
realizadas por el personal autorizado del animalario.  
 
3.1.4.- Ensayos de virulencia en peces 
 
Con el fin de determinar cuáles de los microorganismos aislados representan un 
peligro potencial para los cultivos de peces planos, se procedió a la realización de infecciones 
experimentales, utilizando cepas representativas de las especies bacterianas aisladas con 
mayor frecuencia a partir de lenguado y rodaballo.  
Para la realización de las infecciones experimentales, las cepas utilizadas en el estudio 
se cultivaron en el medio apropiado durante 24-48 horas, se recogieron en solución salina 
estéril, se lavaron por centrifugación y se suspendieron en solución salina estéril con una 
turbidez similar a la del tubo número tres de la escala McFarland. El número de bacterias 
viables presentes en el inóculo se determinó por siembra directa en placas de TSA-1 (V. 
splendidus, V. pelagius, V. alginolyticus, A. salmonicida) y agar FMM (T. maritimum). 
Los peces utilizados para realizar las infecciones experimentales fueron lenguados 
(peso medio 5±1g y 15±1 g) y rodaballos (peso medio 30±1 g, 250±10g y 500±20 g), 
mantenidos en el animalario experimental de la Facultad de Biología en tanques de 100 litros 
de agua de mar a 18ºC, con aireación continua. Los peces se anestesiaron con MS222 
(Sandoz) (100 mg/ml) y se inyectaron intramuscularmente con 0,1 ml de las suspensiones 
bacterianas, con un rango de concentraciones estimado entre 102 a 109 UFC/ml. Las 
mortalidades se contabilizaron diariamente durante un período de 21 días y se consideraron 
causadas por el microorganismo inoculado cuando éste se recuperaba en cultivo puro a partir 
de órganos internos. 
Dado que existen resultados conflictivos con respecto a cuál es la ruta de infección ideal para 
demostrar la virulencia de las cepas de T. maritimum, en el presente estudio se han realizado 
infecciones experimentales en lenguado utilizando una cepa del serotipo O1 y diferentes vías 
de administración. Las vías de administración ensayadas fueron el baño (inm) de 1h en la 
suspensión bacteriana utilizando aireación extra para mantener las buenas condiciones del 
tanque, la inyección intramuscular (i.m) y la inyección subcutánea (i.sc) de 0,1 ml de la 
suspensión bacteriana en el seno dorsal medio (SDM) (insertando la aguja a 2mm de 
profundidad en la línea media dorsal en un ángulo de 30º justo posterior a la inserción de la 




3.2.1.- Identificación mediante métodos convencionales y sistemas multiprueba 
 
La mayoría de los microorganismos aislados durante el período en estudio asociados a 
mortalidades en las fases de destete y preengorde de lenguado y rodaballo cultivado en 
Galicia se engloban en los géneros Vibrio (46% de aislamientos en lenguado y un 8.3% en 
rodaballo), Tenacibaculum (31% de aislamientos en lenguado y un 81% en rodaballo), 
Pseudomonas spp. (15% aislamientos en lenguado), Aeromonas spp (6% de aislamientos en 
lenguado y 8,3% en rodaballo) y Moraxella-Acinetobacter (3% de aislamientos en lenguado y 
un 2,2% en rodaballo) (Figura 10).  
La identificación a nivel de especie de los aislados se llevó a cabo siguiendo los 
esquemas taxonómicos de Alsina y col., 1994; Pazos, 1997; Bernardet y col., 2002 y Buller, 
2014. El conjunto de las pruebas de caracterización fenotípica efectuadas nos permitió 
identificar a las cepas aisladas en nuestra área geográfica como Tenacibaculum maritimum 
(48 cepas), Vibrio. alginolyticus (5 cepas), Vibrio harveyi (3 cepas), Vibrio splendidus 
(biotipo I) (8 cepas), Vibrio splendidus (biotipo II) (2 cepas), Vibrio pelagius (biotipo I) (8 
cepas), V. pelagius (biotipo II) (2 cepas), Vibrio natriegens (2 cepas) y A. salmonicida subsp. 
salmonicida (3 cepas). Los restantes aislados (5,5 % cepas aisladas de rodaballo y 15,6% de 
los aislados de lenguado) solo pudieron identificarse a nivel de género. En la Tabla 8 se 
muestra el porcentaje de cepas de cada especie bacteriana aisladas a partir de lenguados y 
rodaballos cultivados en Galicia. 
Es importante señalar que entre las cepas de Vibrio aisladas con mayor frecuencia en 
este estudio, se encuentra Vibrio splendidus (11,3% de los aislados de lenguado y 5,5% de los 
aislados de rodaballo), V. pelagius (14,7 % de los aislados de lenguado), V. alginolyicus 
(7,3% de los aislados de lenguado) y V. harveyi (2,9% de los aislados de lenguado y 2,8% de 
los aislado de rodaballo). 
En las Tablas 9 y 10 puede observarse que la frecuencia de aislamientos aumentó en 
paralelo con el incremento de las temperaturas durante los períodos de mayo a septiembre del 
2005 y de abril a mayo de 2006. Sin embargo, no se ha observado incremento en  la 
diversidad de especies bacterianas aisladas en función del período de muestreo. 
Por otra parte, las cepas en estudio aisladas de lenguado cultivado en otras áreas de la 
península Ibérica se englobaron en los géneros Vibrio, Photobacterium y Tenacibaculum. 
Estas cepas fueron identificadas como V. anguillarum (2 aislados), V. splendidus biotipo I (1 
aislado), V. splendidus biotipo II (1 aislado), V. alginolyticus (1 aislado) y P. damselae subsp. 
piscicida (1 aislado).Los ensayos de susceptibilidad a agentes antimicrobianos demostraron 
que, independientemente de su origen, los aislados pertenecientes al género Vibrio fueron 
sensibles a todos los agentes antimicrobianos probados, excepto la Ampicilina. De modo 
similar todos los aislados de Tenacibaculum mostraron sensibilidad a todos los agentes 
probados. Por el contrario las cepas de Aeromonas y Photobacterium fueron resistentes al 
























Precal. Desnat. Hibrid. Exten. Exten Final 
T. maritimum Mar1 (5`-TGTAGCTTGCTACAGATGA-3´) Mar2 (5`-AAATACCTACTCGTAGGTAC-3´) 94ºC/2 min 
94ºC/2 
seg. 54ºC/2 seg 72ºC/10 seg 
72ºC/4 
min 40 400 




min 72ºC/40 seg 
72ºC/5 








min 72ºC/90 seg 
72ºC/5 
min 30 267 
a Los cebadores Mar1 y Mar 2´, flanquean un fragmento de 400 pb del gen RNAr 16Sde T. maritimum; los cebadores rpoN-ang3´y rpoN-ang5´, flanquean un fragmento de 
534 pb del gen rpoN de V. anguillarum. que codifica el factor sigma celular σ54 ; Los cebadores Car1 y Car 2´, flanquean un fragmento de 267 pb del gen RNAr 16S de P. 




















Tabla 2.- Especies bacterianas aisladas a partir de rodaballo y lenguado cultivados en piscifactorías de Galicia. 
 
Especies bacterianas 














Tenacibaculum maritimum 28 77,8 18 26,4 
Tenacibaculum spp 1 2,8 3 4,4 
Vibrio alginolyticus   5 7,3 
Vibrio. harveyi 1 2,8 2 2,9 
Vibrio splendidus (biotipo I) 2 5,5 6 8,8 
V. splendidus (biotipo II)   2 2,9 
Vibrio pelagius (biotipo I)   8 11,8 
V. pelagius (biotipo II)   2 2,9 
Vibrio natriegens   2 2,9 
Vibrio. spp   4 5,9 
Aeromona salmonicida 3 8,3   
Aeromonas spp   4 5,8 
Pseudomonas spp   10 14,7 
Moraxella-Acinetobacter 1 2,8 2 2,9 


























Figura 10.-Principales grupos bacterianos aislados a partir de lenguados (A) y rodaballos (B) enfermos 
durante los períodos 2004-06 y 2002-05, respectivamente. 
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Tabla 3.- Principales especies bacterianas aisladas a partir de lenguados enfermos cultivados en tres plantas de 
cultivo del área gallega. 
 




T. maritimum (1) 
V. alginolyticus(1) 
Noviembre y Diciembre Planta 1 
T. maritimum (1) 
Tenacibaculum spp.(2) 
Pseudomonas spp (2) 
2005 
Mayo a Julio 
 
Planta 1 
T. maritimum(4)  
Pseudomonas spp (1) 
 
T. maritimum (3) 
V. alginolyticus (2) 
V. harveyi (1) 
V. splendidus biotipo I(1) y biotipo II (1) 
Vibrio spp (3) 
V. pelagius biotipoI (5) 
Pseudomonas spp (1) 
 
Mayo a Septiembre Planta2 
Enero y Diciembre Planta 1 
V. pelagius biotipoI  (1) 
Pseudomonas spp(1) 
Moraxella-Acinetobacter (2) 
T. maritimum (4) 
Tenacibaculum spp.(1) 
V. harveyi (1) 
V.splendidus biotipo I (1)  
Pseudomonas spp (1) 
Enero, Octubre a Diciembre 







V. alginolyticus (1) 
V. splendidus biotipo I (1)  
V. natriengens (1) 
V. pelagius biotipo I (1) 
Pseudomonas spp (1) 
Enero 
 Planta 1 
T. maritimum (1) 
V. pelagius biotipo II (1) 
 
T. maritimum (3) 
V. alginolyticus (1) 
Vibrio splendidus biotipoI(3) y biotipo  II(1) 
V. natriegens (1) 
Vibrio spp. (1) 
 V. pelagius biotipo II (1) 
Pseudomonas spp. (3) 
 
T. maritimum (1) 
V. pelagius biotipo I (1) 















Tabla 4.- Principales especies bacterianas aisladas a partir de 5 plantas de cultivo de rodaballo en Galicia. 
 
Periodo Planta Especie (nº casos) 
 
2002 











T. maritimum (1) 




Vibrio splendidus (1) 




T.maritimum  (3) 
 
T.maritimum (3) 
Moraxella spp (1) 


















Mayo, Junio y Agosto 
 
Planta 1 






T.maritimum  (2) 
Tenacibaculum spp. 
 
T. maritimum (1) 











T. maritimum (1) 
Abril Planta 3 T. maritimum (1) 
 
2005 

















T. maritimum (1) 
T. maritimum (1) 
T. maritimum (1) 
T.maritimum (1) 
 


























 3.2.2.- Caracterización serológica 
 
Los resultados de los ensayos de aglutinación en portaobjetos se muestran en las 
Tablas 11 y 12.  
De 36 cepas aisladas de lenguado en el área gallega, 16 (44%) pudieron ser 
identificados serológicamente con alguno de los sueros empleados (Tabla 11). El 61% de las 
cepas de cepas de T. maritimum aisladasde fueron  tipables y reaccionaron  positivamente con 
los sueros anti-NCIMB2153 y anti-LL01 8.3.8 (7 aislados) o con el suero anti-LPV1.7 (4 
aislados) siendo incluidos en los serotipos O1 y O2, respectivamente. Las restantes cepas de 
esta especie no reaccionaron con ninguno de los sueros probados (sueros anti-serotipos O1, 
O2, O3 y O4) (4 aislados) o eran autoaglutinantes (AA) y no pudieron ser identificadas 
mediante este método serológico. Los aislados de V. pelagius y Vibrio splendidus fueron 
incluidos en los serogrupos C (2 cepas) y F (3 cepas), respectivamente.  
Las cepas aisladas en otras zonas de la costa española fueron identificadas 
serológicamente como Vibrio anguillarum (serotipo O2) y P. damselae subsp piscicida. 
En el caso de las cepas aisladas de rodaballo (Tabla 12) un 73% de las cepas pudieron 
ser identificadas serológicamente. El 71,4 % de las cepas de T. maritimum aisladas fueron 
serotipadas y reaccionaron positivamente con alguno de los sueros probados (sueros anti-
serotipos O1, O2, O3, y O4).  
Un aislado de Vibrio splendidus fue incluido en el serogrupo F. 
Las tres cepas de A. salmonicida reaccionaron positivamente con los antisueros anti-A. 
salmonicida subsp. salmonicida (anti-TO96 7.1 e IAs06.1). 
 
 







Nº de cepas positivas/ 
Nº de cepas probadas 
Aisladas en Galicia   









V. splendidus I + (F) 
 
1/6 










Aisladas en otras áreas 
 
  
V. anguillarum + (O2) 
 
2/2 
P. damselae subsp. piscicida + 1/1 
“+”, reacción positiva; “-“, reacción negativa; “AA”, cepa autoaglutinante, “NT”, No tipable con los 






Tabla 6.- Resultados del ensayo serológico de aglutinación en portaobjetos en aislados de rodaballo 
 
Especies bacterianas Reacción 
con antisuero (serogrupo) 
 
Nº de cepas positivas/ 
Nº de cepas probadas 
 Aisladas en Galicia 
 
 










V. splendidus I + (F) 
 1/2 




“+”, reacción positiva; “-“, reacción negativa; “AA”, cepa autoaglutinante, “NT”, No tipable con los 
sueros usados en el estudio. 
 
3.2.3.- Caracterización molecular 
 
La identificación microbiológica de los aislados se confirmó mediante métodos 
moleculares basados en la Reacción en Cadena de la Polimerasa siguiendo la metodología 
descrita previamente para T. maritimum (Cepeda y col, 2003), V. anguillarum (González y 
col., 2004) y P. damselae subsp. piscicida (Osorio y col, 1999). 
La Figura 11A, muestra los resultados obtenidos con algunas de las cepas del género 
Tenacibaculum. 
 La reacción de amplificación utilizando el DNA de las 48 cepas identificadas por 
métodos microbiológicos convencionales como T. maritimum y los cebadores Mar1 y Mar2 
descritos por Bader y Shotss, (1998) dio como resultado un producto de PCR de la masa 
molecular esperada (400 pares de base). En cambio, no se obtuvo producto de amplificación 
con el DNA de las cuatro cepas identificadas como Tenacibaculum spp. 
El análisis de los productos de PCR obtenidos empleando los cebadores Car1 y Car2 y 
el DNA de la cepa identificada fenotípica y serológicamente como P. damselae subsp. 
piscicida permitió confirmar su posición taxonómica, al observarse un fragmento del tamaño 
molecular esperado (267 pb) (Figura 11B).  
El análisis de los productos de amplificación obtenidos con los cebadores rpoN-ang3 y 
rpoN-ang5 y el DNA de los dos aislados de V. anguillarum serotipo O2 también permitió 
confirmar la identificación al observarse una única banda de 519 pb (Figura 11C). 
 
3.2.4.- Ensayos de patogenicidad 
 
Los resultados de los ensayos de patogenicidad (Tablas 13, 14 y 15) demostraron que 
las cepas de T. maritimum, V. pelagius, V. splendidus y A. salmonicida son virulentas para 
lenguado cuando se utilizan dosis comprendidas entre 104 y 108 UFC/ml administradas 
mediante inyección intramuscular (Tablas 13 y 14). En contraste, las cepas de V. alginolyticus 
no produjeron mortalidad de los peces inoculados aún utilizando dosis muy elevadas (9,9 x 
109UFC/ml) (Tabla 14). Las cepas de V. anguillarum y P. damselae subsp piscicida 
mostraron un elevado grado de virulencia, produciendo la muerte de todos los peces 


















Tabla 7.- Infecciones experimentales en lenguado (5 gr) con cepas de T. maritimum inoculadas 
mediante inyección intramuscular 
 
 




Cepa Dosis UFC/m Nº de peces % Mortalidad 
T. maritimum 
LL01.8.3.8 
5x 108 6 100 
5x 107 6 100 
T. maritimum 
LL05.6.2.2 6x 108 6 100 
T. maritimum 
LL05.7.1.1 5x 108 6 83,3 
T. maritimum 









4,5 x 108 6 100 
4,5 x 106 6 100 
4,5 x 104 6 100 
V. anguillarum 
SK197/05 
1 x 106 6 100 




5 x 108 6 16,6 
V. splendidus 
LM02 9.1.2 
1x 109 6 16,6 
1x 108 6 0 
V. pelagius 
LL04.9.2.4 
1x 109 6 50 
1x 107 6 0 
V. alginolyticus 
LL04 9.2.3 9,0 x 10
9 6 0 
V. alginolyticus 
LM05 5.1.1 
1 x 109 6 0 




6 x 106 6 66,6 
P. damselae subsp. piscicida 
486/04 
 
6 x 107 6 100 
6 x 105 6 100 
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Los resultados de los ensayos de patogenicidad demostraron que la cepa de T. 
maritimum e virulenta para lenguado cuando se utilizan dosis de 107-109 UFC/ml por 
inyección o baño (Tabla 15), si bien las mortalidades en el caso de los inoculados por baño se 
retrasaron en el tiempo. Las mortalidades en los peces inoculados por inyección se iniciaron a 
los siete días de la inoculación y finalizaron a los trece días para las dosis más altas (108-109 
UFC/ml) y entre los días 14 y 16 días para la dosis más baja (107 UFC/ml). Las mortalidades 
en los peces inoculados por baño se iniciaron a los dieciséis días de la inoculación y 
finalizaron a los veinte días. Sólo cuando la infección se realizó por inyección se recuperó la 
cepa inoculada a partir de riñón.  
Así mismo, en el caso del rodaballo (Tablas 16 y 17) se demostró que tanto T. 
maritimum como A. salmoninida son virulentas para peces de 30g cuando se utilizan dosis del 
orden de 108UFC/ml. En el caso de A. salmonicida, que puede causar furunculosis en el 
rodaballo a lo largo de todo el ciclo de producción, se probó además la virulencia en peces de 
250 y 500g.  Los resultados de estos ensayos (Tabla 17) indican que los peces de 250 g y 500 
g son susceptibles a A. salmonicida, observándose mortalidades que pueden alcanzar entre el 
50% y el 80% de la población de peces infectada cuando se emplean dosis del orden de  109  y 









Nº peces muertos/ 





9x108 8/8 100 
9x107 8/8 100 
9x106 8/8 100 
T. maritimum 
LL01.8.3.8/ i. sc 
9x108 8/8 100 
9x107 8/8 100 
9x 106 8/8 100 
T. maritimum 
LL01.8.3.8/ i.m 
9x108 8/8 100 
 




Nº peces muertos/ 




2x1010 50/50 100 






A. salmonicida subsp. 
salmonicida  
TO 96 7.1 
 
3x1010 50/50 100 
3x109 47/50 95 









El desarrollo y establecimiento de métodos eficaces de prevención y control de 
enfermedades infecciosas en acuicultura requiere la identificación de los agentes etiológicos 
que afecten a los peces cultivados en las plantas de cultivo de la región geográfica donde se 
pretendan instaurar dichas medidas. Por ello, el primer objetivo del presente estudio fue la 
realización de muestreos en diferentes piscifactorías de Galicia con el fin de realizar el 
aislamiento y la caracterización fenotípica, serológica y molecular de bacterias causantes de 
enfermedades en lenguados y rodaballos.  
Las especies bacterianas aisladas con mayor frecuencia a partir de rodaballo y 
lenguado en piscifactorías de Galicia durante el período en estudio (2002-2007) fueron 
Tenacibaculum maritimumsólo o en combinación con diferentes especies del género Vibrio 
(Vibrio alginolyticus, V. pelagius, V. splendidus y V. harveyi) y A, salmonicida, solo detectada 
en alguna de las instalaciones dedicadas al cultivo de rodaballo. A partir de lenguado 
cultivado en otras áreas de la península Ibérica se aislaron además V. anguillarum y P. 
damselae subsp. piscicida asociados a importantes mortalidades en lenguado. La 
identificación microbiológica de los aislados se confirmó mediante métodos moleculares 
basados en la Reacción en Cadena de la Polimerasa. Los géneros Vibrio. Photobacteium y 
Tenacibaculum han sido descritos como la principal causa de mortalidades en diferentes 
especies de peces marinos cultivados, siendo V. anguillarum y otras especies del género 
Vibrio (V. splendidus, V pelagius y V harveyi), P. damselae subsp. piscicida y T. maritimum 
las principales especies responsables de las mortalidades asociadas a vibriosis, fotobacteriosis 
y tenacibaculosis en los cultivos de rodaballo y lenguado, así como de otras especies de 
importancia económica como la lubina y dorada, a nivel mundial (Toranzo y col., 2005; 
Buller, 2014, Austin y Austin, 2016). 
Con respecto a los estudios serológicos, los resultados pusieron de manifiesto que los 
principales serotipos de T. maritimum aislados como causantes de tenacibaculosis en 
lenguado fueron el O1 (38,8%) y el O2 (22%), mientras que los serotipos O1 (28,5%) y O3 
(39,2%)  fueron los principales causantes de mortalidades en rodaballo. Estudios previos han 
demostrado la existencia de variabilidad serológica dentro de la especie T. maritimum (Pazos, 
1997; Santos y col., 1999; Santos, 2005, Avendaño y col., 2004; Avendaño y col., 2005) y el 
predominio del serotipo O1 como agente causal de tenacibaculosis (Fernández-Álvarez y col., 
2018). Con respecto a los aislados del género Vibrio, el serotipo O2 de V. anguillarum, 
descrito como el principal agente causal de vibriosis en bacalao y otros peces marinos (Myhr 




Nº peces muertos/ 




2x108 25/50 50 
2x 106 6/50 12 
A. salmonicida subsp. 
salmonicida  
TO 96 7.1 
 
2x109 40/50 80 
2x107 10/50 20 
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con dorada o lubina en el área Mediterránea. El serotipo F, detectado entre las cepas V. 
splendidus aisladas a partir de lenguado y rodaballo en el presente estudio, ha sido descrito 
previamente en cepas aisladas de peces marinos (rodaballo y bacalao) cultivados en España y 
Dinamarca (Santos y col., 1996, 1997).  
El uso de buenas prácticas de manejo, una nutrición adecuada y el establecimiento de 
medidas profilácticas basadas en la vacunación son esenciales para prevenir el desarrollo de la 
vibriosis y otras enfermedades infecciosas de etiología bacteriana y viral (Gudding y col., 
2014). De hecho, la no detección de casos de vibriosis asociados a V. anguillarum en ninguna 
de las especies de peces objeto de estudio en las piscifactorías de Galicia, podría ser debido a 
que la vacunación frente a estas especies bacterianas en los estadios iniciales del cultivo de 
rodaballo y lenguado es una práctica rutinaria en las piscifactorías de nuestra Comunidad 
autónoma. Así mismo, la no detección de tenacibaculosis en rodaballo asociadas al serotipo 
O2 de T. maritimum podría explicarse por la aplicación sistemática de una vacuna frente a 
este serotipo en las granjas de cultivo del rodaballo. En contraste, la detección en lenguados 
enfermos, procedentes de otras áreas de la península ibérica, de V. anguillarum y P. damselae 
subsp. piscicida puede deberse al co-cultivo del lenguado con otras especies de peces 
susceptibles a la vibriosis y a la fotobacteriosis como la dorada y la lubina que pueden 
transmitir de forma horizontal estos microorganismos.  
Otro hecho observado en este trabajo es el aumento en el número de episodios de 
mortalidad relacionado con el incremento de las temperaturas. La existencia de relación entre 
el incremento de la temperatura y el número de episodios de mortalidad ha sido descrita 
previamente en dentón común (Dentex dentex) (Company y col., 1999) y lenguado senegalés 
(Arijo y col., 2005) cultivados en el Mediterráneo y podría atribuirse a que el aumento de la 
temperatura produce estrés en los peces, comprometiendo su sistema inmune y su resistencia 
a potenciales patógenos (Rottmann, 1992; Kollner B, 2002).  
Con el fin de valorar el riesgo potencial para los cultivos de rodaballo y lenguado de 
las especies bacterianas aisladas con mayor frecuencia durante el presente estudio, se 
realizaron infecciones experimentales utilizando ambas especies de peces como modelo 
experimental y cepas representativas de T. maritimum, A. salmonicida subsp. salmonicida, P. 
damselae subsp piscicida, V. anguillarum, V. splendidus, V. pelagius y V. alginolyticus.  
Los resultados obtenidos indican que, excepto V. alginolyticus, todas las cepas de las 
especies analizadas eran virulentas y producían mortalidad al ser inoculadas por vía 
intramuscular en juveniles de rodaballo y lenguado, confirmando su potencial patógeno para 
ambas especies de peces. En el caso de A. salmonicida, también se ha demostrado su 
capacidad para causar furunculosis en rodaballos de mayor tamaño (250 y 500g). 
Estos resultados concuerdan con las observaciones de campo que indican que el 
lenguado y el rodaballo son especies susceptibles a la vibriosis, tenacibaculosis, 
fotobacteriosis y furunculosis. 
Debido a que existen referencias contradictorias con respecto a cuál es la ruta idónea 
para evaluar el grado de virulencia de cepas de T. maritimum y para reproducir los signos 
caracteríticos de la tenacibaculoisis, en el presente estudio se realizaron infecciones 
experimentales utilizando una cepa del serotipo O1 de esta especie bacteriana y, como vías de 
administración de la bacteria, la inyección intramuscular, la inyección subcutánea en el seno 
dorsal medio y el baño. Los resultados obtenidos demostraron que la cepa de T. maritimum es 
virulenta para lenguado cuando se utilizan las vías de inyección (subcutánea o intramuscular) 
o baño. Las principales diferencias detectadas en base a la vía utilizada para administrar la 
bacteria fueron el tiempo transcurrido desde la infección hasta el inicio de las mortalidades (7 





cuando la infección se realizó por inyección se recuperó la cepa inoculada a partir de riñón. 
Además, los estudios realizados por nuestro grupo de investigación en colaboración con el 
grupo de anatomía patológica dirigido por la Dra. Mª Isabel Quiroga Berdeal han permitido 
demostrar que la infección mediante inyección subcutánea permite reproducir algunos de los 
signos clínicos de la tenacibaculosis descritos en infecciones naturales en rodaballo (Failde y 
col, 2013) y lenguado (Failde y col., 2014). Estos resultados contrastan con los descritos por 
Avendaño y col (2006) quienes encontraron que el baño prolongado (18 h) es la única ruta 




































4. OPTIMIZACIÓN DE 
TÉCNICAS DE ESTUDIO DE LA 
RESPUESTA INMUNE NO 
ESPECÍFICA 
 
4.1.- Materiales y métodos 
4.1.1.- Peces utilizados y condiciones de mantenimiento 
 
Para la realización de los estudios se utilizaron ejemplares sanos de rodaballo y 
lenguado provenientes de acuicultura. El centro y proyecto de experimentación autorizados, 
persona responsable de la realización de los ensayos, normativa vigente en la materia, así 
como las condiciones experimentales y de mantenimiento de los peces fueron las descritas en 
el apartado 3.1.3 de esta memoria. 
Para la obtención de muestras de suero, los peces se anestesiaron con MS222 (100 
mg/L). Para la obtención de órganos internos los peces se sacrificaron por sobredosis del 
anestésico (200 mg/L). 
 
4.1.2.-Evaluación de métodos para estudiar la respuesta inmune humoral 
 
En este estudio se han evaluado tres parámetros del sistema inmunitario humoral no 
específico: actividad lisozima, actividad bactericida y actividad de la vía alternativa del 
complemento del suero de rodaballo. Para todos los ensayos se utilizaron sueros no inmunes 
(peces control) y sueros inmunes frente a T. maritimum. 
 
4.1.2.1- Obtención de antisueros en rodaballo 
Para la obtención de antisueros los rodaballos (300g de peso medio) se inmunizaron 
mediante inyección intracelómica, siguiendo la metodología descrita por Hastings y Ellis 
(1988). Como antígeno se emplearon las células bacterianas de la cepa de T. maritimum LL01 
8.3.8 (serotipo O1) inactivadas con 0,2% de formaldehído en PBS (FPBS-2) y ajustadas a una 
concentración aproximada de 109UFC/ml (tubo nº3 escala McFarland). Los peces se 
inyectaron por vía intracelómica con 0,3 ml de una emulsión de la suspensión bacteriana con 
adyuvante incompleto de Freund (1:1). Transcurridos 20 días se administró una dosis de 
recuerdo (0,3 ml) por la misma vía. 
Se utilizaron lotes de 10 peces para la inmunización con la cepa bacteriana y 10 peces 
control a los que se les administró FPBS-2. Al mes de administrar la segunda dosis se 
procedió a tomar muestras de sangre de los peces para la obtención de los antisueros. Para 
ello, los peces se anestesiaron (100 mg/ml de MSS-222) y se procedió a la extracción de la 
sangre por punción de la vena caudal. La sangre obtenida se dejó coagular durante 2 horas a 
temperatura ambiente y 12 horas a 4°C, a continuación, se centrifugó a 3000 rpm (10 min. a 
4ºC) para separar el suero de los restos sólidos. El suero se distribuyó en viales en alícuotas de 
1 ml y se mantuvo a -30°C hasta su uso.  
Previamente a la inmunización se procedió a la extracción de sangre de los rodaballos 





4.1.2.2.- Estudio de la actividad lisozima del suero 
Se han evaluado dos técnicas para la determinación de la actividad lisozima: un 
ensayo turbidimétrico y un ensayo en placa. 
 
Ensayo turbidimétrico: se utilizó la técnica descrita por Parry y col. (1965), 
modificada por Grinde y col. (1988), que emplea células de Micrococcus lysodeikticus 
(Sigma) como sustrato para la lisozima. Para la realización de este ensayo se trataron las 
suspensiones de Micrococcus lysodeikticus (0,003 g/ml en tampón fosfato potásico 0,1M a pH 
6,4) con el suero de peces (diluido 1/3 con el mismo tampón), y se leyó la absorbancia a 450 
nm (A450) en lector de microplacas (Model 550, BioRad, Hercules, Canada) a tiempo cero y a 
intervalos de 1 minuto hasta completar los 4 minutos. Como blanco se utilizó la suspensión 
bacteriana tratada con tampón de ensayo. 
Una unidad de actividad lisozima se definió como la cantidad de enzima que produce 
una reducción en la absorbancia de 0,001/min. Los resultados se expresan en unidades 
enzimáticas (UE) por mililitro de suero.  
 
Ensayo en placa: la actividad lisozima del suero de peces se determinó en placas de 
agarosa al 1% en tampón fosfato potásico 0,1 M, pH 6,4 que contenían células de 
Micrococcus lysodeikticus (0,5 mg/ml) como sustrato para la lisozima. Una vez solidificada la 
agarosa se perforaron los pocillos con ayuda de un sacabocados y se dispensaron 25 µl del 
suero diluido en cada pocillo. Como blanco se utilizaron 25 µl del tampón de ensayo.  
Transcurridas 24-48 horas desde la inoculación, se midió el diámetro de la zona de 
lisis, manifestada por la aparición de un halo de aclaramiento. Para mejorar la visualización 
de las zonas de lisis se deshidrataron los geles de agarosa, se tiñeron durante 15 min en una 
disolución de Azul Coomasie R-250 (Sigma) al 0,05% en solución acuosa de isopropanol al 
25% y ácido acético al 10% y se destiñeron utilizando la misma solución sin el colorante.  
La actividad lisozima del suero se determinó por comparación con una curva estándar 
que fue construida utilizando concentraciones crecientes de lisozima (50 a 1000 UE/ml) 
(Sigma). 
 
4.1.2.3.- Estudio de la actividad bactericida del suero  
La actividad bactericida del suero se evaluó mediante un método colorimétrico, tanto 
en placa de microtitulación como en tubo, utilizando la cepa R-82 de V. anguillarum como 
modelo y el compuesto 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-bromuro de difeniltetrazolio (MTT), 
para evaluar la viabilidad celular en función del potencial redox. El MTT es reducido por las 
deshidrogenasas bacterianas adquiriendo un color púrpura. 
 
Micrométodo en placa: para este estudio la cepa de V. anguillarum R82 se cultivó en 
el medio caldo de Soja Triptona suplementado con 1% de NaCl (TSB-1) durante 24 h a 25ºC 
con agitación y el cultivo se ajustó con medio TSB-1 a una densidad de 108 UFC/ml. El 
ensayo bactericida se realizó en placas de microtitulación de fondo plano, utilizando tres 
réplicas por cada muestra de suero. El ensayo se realizó mezclando 20 μl de suero y 80 μl de 
la suspensión bacteriana por réplica. Tras un período de incubación de 12h a 25ºC, se 
añadieron a cada réplica 10 μl de 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium 
Bromide (MTT) (5 mg/ml) disueltos en Dimetilsulfóxido (DMSO), se homogenizó la muestra 
con ayuda de una micropipeta y se incubó la placa en oscuridad durante 15 min a 25 °C.  
La reducción del MTT se determinó por la medida de la absorbancia de las muestras a 
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una longitud de onda de 620 nm (A620) utilizando un lector de microplacas  (Model 550, 
BioRad, Hercules, Canada).  
Como blanco se utilizó una mezcla de medio de cultivo bacteriano y de suero control y 
como control negativo la suspensión de bacterias tratadas con TSB-1 en lugar de suero.  
Los resultados se expresaron como índice bactericida (IB) definido como: 
 
𝐼𝐼𝐼𝐼 =
A620 de la muestra tratada con suero
A620 del control negativo
 
 
Macrométodo en tubo: se siguió el procedimiento antes descrito pero ajustando los 
volúmenes a 1 ml final y realizando la lectura de absorbancia (A620) de las muestras en un 
espectrofotómetro (modelo DUR 730, Beckman Coulter).   
 
4.1.2.4-. Estudio de la vía alternativa del complemento 
Al igual que el estudio de la actividad bactericida, la vía alternativa del complemento 
también se evaluó por un micrométodo en placa y un macrométodo en tubo. 
 
Micrométodo en placa: se determinó el grado de hemólisis de eritrocitos humanos 
según la metodología descrita por Sitjá-Bobadilla y col. (2008). El ensayo se realizó en placas 
de 96 pocillos con fondo en U. Para ello se mezclaron 25µl de una suspensión de eritrocitos 
humanos al 5 % preparada en solución Hanks suplementada con 10 mM de Etilenglicol-bis 
(2-aminoetileter)-N,N,N’,N’-ácido tetracético (EGTA) y 10 mM Mg2+ (Sigma) con 100µl de 
las diluciones seriadas de los sueros problema. Las placas se incubaron durante 100 min a 
20ºC con agitación constante, se centrifugaron a 200 rpm durante 5 min y  se transfirió el 
sobrenadante a una nueva placa para determinar la absorbancia a 415 nm (A415). Como 
control positivo (100 % hemolisis) se utilizó la suspensión de eritrocitos (25 µl) tratada con 
100 µl de agua destilada estéril y como control negativo (hemolisis espontánea) se usó la 
suspensión de eritrocitos tratada con solución de Hanks suplementada con 10 mM EGTA y 10 
mM Mg2+ incubados en las mismas condiciones que las muestras de suero.  
La actividad de la vía alternativa del complemento se expresó como el valor CH50 que 
hace referencia a la dilución del suero que causa un 50 % de hemolisis en una suspensión de 
eritrocitos. Para el cálculo de este valor se utilizó la ecuación de Von Krogh. 
 
Macrométodo en tubo: se utilizó una modificación del micrométodo en placa 
explicado anteriormente, para lo cual se ajustaron los volúmenes a 1 ml final y se realizó la 
lectura de absorbancias (A415) en espectrofotómetro convencional. 
 
4.1.3.- Optimización de técnicas de estudio de la respuesta inmune celular  
 
Para el estudio de la respuesta inmune celular, se han evaluado cuatro parámetros del 
sistema inmune celular no específico: actividad fagocítica, estallido respiratorio, 
linfoproliferación y actividad citotóxica de los leucocitos de rodaballo y lenguado.  
 4.1.3.1.- Obtención de leucocitos y determinación de la viabilidad 
Para este estudio se han utilizado leucocitos obtenidos a partir de sangre, riñón y bazo 





Los peces se anestesiaron según lo descrito en el apartado 4.1.1 y se extrajo la sangre 
de forma aséptica por punción de la vena caudal utilizando una jeringuilla con heparina 
(Sigma). La sangre se depositó en tubos estériles heparinizados y se conservó refrigerada 
hasta su procesado. Para la obtención de los órganos internos se practicó un “corte en 
bolsillo”, (Figura 12) se extrajo el riñón cefálico y el bazo, que se depositaron en un tubo con 
medio esencial mínimo (MEM) de Eagle (Biochrom, Cambridge, UK), suplementado con 10 
IU/ml de heparina (H), y antibióticos (100 IU/ml de penicilina, y 100 µg /ml de 
estreptomicina (Biochrom)). 
 
Obtención de leucocitos de riñón y bazo: el tejido de riñón y bazo se disgregó 
forzando su paso a través de una malla de nylon de 100 μm de luz, con la ayuda de una 
espátula de acero estéril y con adición de medio MEM suplementado con antibiótico (MEM-
0). La suspensión celular resultante se depositó en un tubo con medio de separación celular 
Ficoll-Paque TM PLUS (polisacárido sintético, Amersham Biosciences, Suecia) y se 
centrifugó (400 rpm a 4ºC) durante 20 min. La interfase rica en leucocitos se recogió con una 
pipeta Pasteur, se lavó por centrifugación con medio MEM-0 y con el precipitado celular 
resultante se preparó una suspensión en medio MEM suplementado con 5% de suero fetal 
(MEM-5).  
 
Figura 12- Disección del pez para la extracción de órganos 
 
Obtención de leucocitos de sangre: para la obtención de leucocitos de sangre se 
valoraron dos métodos diferentes, uno basado en la lisis hipotónica y otro utilizando el 
método de separación celular comercial Ficoll-Paque TM PLUS. 
 
Lisis hipotónica: se siguió básicamente el método descrito por Inoue y col. (2002). La 
sangre heparinizada se diluyó 1:100 en agua destilada estéril a 4ºC, y se mantuvo en agitación 
durante 15 seg. Finalizado el tratamiento, se mezcló la suspensión de células sanguíneas con 
Tampón Hanks (HBSS, Biochrom) en una proporción 10:90, y se filtró con una malla de 
nylon de 100 µm de luz. El filtrado se lavó por centrifugación y se suspendió en medio MEM-
5. 
Extracción con Ficoll: la sangre recogida se depositó en un tubo con Ficoll, y se 
procesó según lo descrito en el apartado anterior para la obtención de leucocitos de riñón y 
bazo. 
 
Determinación de células viables: la viabilidad celular se determinó mediante los 
métodos de exclusión con yoduro de propidio (IP) o con azul tripán (TB). 
Para ello se tomó una muestra de la suspensión de leucocitos y se les adicionó TB o la 
53 
 
solución de IP a una concentración final de 0,02 % (v/v) y de 10 µg/ml, respectivamente. 
Transcurridos 3 minutos, se contaron los leucocitos viables al microscopio óptico (Nikon 
Eclipse 50i) en una cámara Neubauer o se examinó la muestra en el citómetro (FACScalibur 
(Becton Dikinson, Madrid) (canal FL2H, filtro de banda 585 nm).  
 4.1.3.2.- Estudio de las poblaciones celulares mediante citometría de flujo. 
Para el estudio de las poblaciones de leucocitos se utilizaron suspensiones celulares 
ajustadas a una concentración de 1x106 células viables/ml mediante recuento microscópico 
utilizando TB. 
Los parámetros del citómetro se ajustaron hasta que hubo una perfecta discriminación 
de las subpoblaciones presentes en las suspensiones de leucocitos de las diferentes especies de 
peces en estudio, atendiendo a dos parámetros, el tamaño (FSC) y la complejidad (SSC). En 
cada muestra se analizaron 1x104 células viables, utilizando yoduro de propidio (IP) (Sigma) 
para marcar las células muertas y excluirlas del estudio. Para el análisis de los resultados se 
utilizó el software libre WinMDI 2.8 (Purdue University Cytometry Laboratories, USA). 
 
4.1.3.3.- Análisis de la capacidad fagocítica. 
La actividad fagocítica se evaluó mediante citometría de flujo siguiendo básicamente 
la metodología de Esteban y col. (1998), empleando leucocitos de riñón de rodaballo y 
lenguado y células de Tenacibaculum maritimum. 
 
Marcado de bacterias: las células de T. maritimum cepa LL01.8.3.8 se marcaron con 
isocianato de fluoresceína (FITC, Sigma) siguiendo el procedimiento descrito por Sigma para 
el marcado de proteínas. Con este fin, la bacteria T. maritimum se sembró en medio FMM 
(Pazos y col. 1996), y se cultivó a 25ºC  durante 48 horas. Las células bacterianas se 
recogieron en un tubo con PBS, se lavaron por centrifugación (12000 rpm) y el precipitado 
celular resultante se suspendió en tampón carbonato sódico-bicarbonato 0.1 M de NaHCO3 
(pH 9.5) a una concentración de 109 células/ml por comparación de su turbidez con la del 
Tubo 4 de la escala McFarland. 
Para acoplar el isotiocianato de fluoresceína (FICT, Sigma) a las bacterias, las 
suspensiones preparadas en tampón carbonato se incubaron en oscuridad a 4ºC durante 12 
horas con 50 y 100μg/ml de FICT `[1 mg/ml en Dimetilsulfóxido (DMSO)]. Tras el marcaje 
las células bacterianas, se lavaron tres veces por centrifugación (12000 rpm) con PBS para 
eliminar el FICT libre y se suspendieron en el mismo tampón. 
La uniformidad del marcaje se comprobó en el citómetro y posteriormente la 
suspensión de bacterias marcadas se distribuyó en tubos que se guardaron en oscuridad a 4ºC 
y a -80ºC hasta su uso para ver el efecto que tenía la temperatura de almacenamiento de las 
bacterias sobre el marcaje de las mismas. 
 
Ensayo de fagocitosis: en este estudio se evaluaron mezclas de bacterias:leucocitos a 
diferente ratio (100:1, 50:1). El ensayo se realizó añadiendo 10μl de la suspensión de 
bacterias marcadas con FICT a 100μl de una suspensión de leucocitos que contenía 1x106 
células/ml y se incubó la mezcla a 16ºC (leucocitos rodaballo) y a 18ºC (leucocitos de 
lenguado) durante 30 minutos. Tras el período de incubación, los tubos se introdujeron en 
hielo y se les añadió 500μl de PBS frío para detener la fagocitosis. Como control negativo se 
utilizó un tubo con leucocitos al que no se le adicionaron bacterias.  





ingeridas se utilizaron dos métodos:  
1) Lavado por centrifugación (Chilmonzyk y Monge, 1999): las bacterias no ingeridas 
se separaron de los fagocitos mediante tres lavados por centrifugación (1000 rpm, a 4ºC 
durante 10 min) con PBS frío. El sedimento celular se suspendió en 500µl de MEM-5 frío. 
2) Apagado con Azul tripán (TB) (Esteban y col., 1998): la fluorescencia de las 
bacterias no ingeridas se apagó por adición de 10μl de TB frío (el rango de concentraciones 
de TB utilizadas fue de 0.2 a 2%). 
Como control negativo, se utilizaron leucocitos incubados durante 0 min con bacterias 
marcadas, antes del lavado por centrifugación o antes de la adición de TB para el apagado. 
Tras estos tratamientos, las muestras se homogenizaron mediante agitación suave, se 
añadió IP con el fin de excluir las células muertas y se realizó el análisis por citometría de 
flujo, determinando la distribución de fluorescencia verde (canal FL1H, filtro de banda 530 
nm) en la subpoblación de células fagocíticas. La actividad fagocítica se definió como el 
porcentaje de fagocitos que poseían en su interior una o más bacterias ingeridas (células con 
fluorescencia verde), con respeto a la población total analizada (10.000 células). 
 
4.1.3.4. Estallido respiratorio y efecto sobre la supervivencia bacteriana 
El estallido respiratorio se cuantificó mediante citometría de flujo, empleando como 
sonda una disolución10mM de dihidrorodamina 123 [123-DHR, (Sigma)] en DMSO, según la 
metodología descrita por Smith y Weidemann (1993). La 123- DHR es una molécula no 
fluorescente, que al reaccionar con los compuestos reactivos del oxígeno y/o del nitrógeno 
producido durante el estallido respiratorio, se oxida intracelularmente dando un compuesto 
fluorescente (DHR-123).  
Para la realización de este ensayo, se utilizaron tubos con 1 ml de una suspensión que 
contenía 1x106 células/ml leucocitos de sangre, riñón, o bazo preparada en medio MEM-5 y 
se incubaron en oscuridad a 16ºC (células de rodaballo) y a 18ºC (células de lenguado) con 50 
μl de un activador soluble, Acetato de Forbol Miristato (PMA, 0,2μg/ml, concentración final) 
(Sigma). Con el fin de determinar el tiempo óptimo de incubación con PMA para inducir el 
estallido respiratorio, se realizó una primera medida antes de la adición del estimulante y 
medidas a intervalos regulares (10, 20, 30, 45 y 60 minutos) después de la adición del PMA. 
Como control negativo se utilizaron leucocitos a los que se les añadieron 50μl de MEM-5 
(células no estimuladas) mantenidos en las mismas condiciones que los leucocitos 
estimulados.  
Finalizada la incubación, se añadieron a todos los tubos 50μl de 123-DHR (50 µM de 
concentración final), se incubaron las células en oscuridad durante 30 minutos y se determinó 
la media geométrica de la intensidad de fluorescencia (GMFI) intracelular de las células no 
estimuladas y de las estimuladas con PMA en el citómetro de flujo (canal FL1H, filtro de 
banda de 530 nm). Los resultados se expresaron mediante el índice de estimulación (IE), 
calculado según la siguiente fórmula: 
𝐼𝐼𝐼𝐼 =
GMFI de leucocitos estimulados
GMFI de leucocitos no estimulados
 
 
El valor se expresa como la media ± Error Estándar (EE). Para cada muestra se 
analizaron en total 10.000 células. 
Asimismo, como parte de este estudio se determinó el efecto de la incubación con 
células bacterianas (activador no soluble) sobre la actividad estallido respiratorio. Para ello, se 
repitieron los ensayos inoculando los leucocitos de riñón anterior de rodaballo y lenguado con 
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los siguientes estimulantes: i) suspensión bacteriana de la cepa LL01 8.38 (100 µl) ajustada a 
una concentración de 1 x109 UFC/ml, ii) PMA y iii) una mezcla de PMA+bacterias. Para 
determinar el tiempo óptimo de incubación para inducir el estallido respiratorio, se realizaron 
medidas de la actividad a intervalos de 45 min, 6 y 24 h después de la adición de los 
estimulantes (PMA, bacterias o PMA+bacterias). 
Con el fin de evaluar el efecto del estallido respiratorio sobre la viabilidad de T. 
maritimum, se determinó el número de unidades formadoras de colonia (UFC) mediante 
recuento en placa. Para ello se tomó una muestra de 100 µL de la suspensión de leucocitos de 
riñón incubados con la suspensión de células de T. maritimum o con las células bacterianas y 
PMA, se lavaron las muestras por centrifugación, se lisaron los leucocitos mediante adición 
de agua destilada fría estéril, la suspensión resultante se lavó por centrifugación, se suspendió 
en solución salina y se realizaron diluciones decimales seriadas que se sembraron en placas de 
agar FMM. Las placas se incubaron durante 72h a 25ºC y se procedió al recuento bacteriano. 
 
4.1.3.5.- Actividad citotóxica 
Se utilizó una modificación de la técnica descrita por Chilmonczyk y Monge (1999). 
Las células diana utilizadas en el ensayo fueron la línea CCL-214 (linfoma humano) y EPC 
(Epitelioma papuloso de carpa) suministradas por la Colección Americana de Cultivos Tipo 
(ATCC). El ensayo se basó en el análisis simultáneo de dos señales fluorescentes que 
permitieron la diferenciación de las células efectoras no fluorescentes con respecto a las 
células diana viables, que muestran fluorescencia verde, y las células diana muertas, que 
muestran además fluorescencia roja. 
El marcaje de las células diana se realizó incubando las células CCL-214 o EPC 
durante 45 min con una solución 3 mM de 3,3´-Perclorato de Dioctadecilcarbocianina (DIO) 
(Sigma), un fluorocromo con fluorescencia verde que se liga a los lípidos de la membrana 
celular. Finalizada la incubación las células se lavaron por centrifugación para eliminar el 
DIO libre y se suspendieron en MEM-10 para su uso (medio MEM suplementado con 10% de 
suero fetal). 
El ensayo se realizó mezclando los leucocitos con las células diana e incubando a 16ºC 
(leucocitos de rodaballo) y a 18ºC (leucocito de lenguado) durante 2 horas en presencia de IP 
(10 µg/ml), que sólo tiñe el ADN de las células muertas emitiendo fluorescencia roja. Con el 
fin de optimizar la técnica se evaluaron mezclas de leucocitos:células diana a diferente ratio 
(100:1, 50:1 y 20:1). Como control se utilizaron las células diana incubadas en presencia de IP 
durante el mismo período de tiempo. Finalizado el período de incubación se realizó el análisis 
de las suspensiones celulares mediante citometría de flujo en el canal (FL2H con un filtro de 
585 nm para IP y FL1H con un filtro de 530 nm para DIO), determinando el porcentaje de 
células diana viables en los tubos control y en los tubos incubados con leucocitos. Para cada 
muestra se analizaron un total de 10000 células. La actividad citotóxica, un parámetro que 
describe el porcentaje de células diana no viables, se calculó mediante la fórmula: 
 
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝑐𝑐𝐴𝐴ó𝑥𝑥𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 = 100 𝑥𝑥 
(% 𝑚𝑚𝑐𝑐𝑚𝑚𝐴𝐴𝐴𝐴𝑚𝑚𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝐴𝐴𝑚𝑚𝐴𝐴 − % 𝑚𝑚𝑐𝑐𝑚𝑚𝐴𝐴𝐴𝐴𝑚𝑚𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝐴𝐴𝑐𝑐𝑐𝑐𝐴𝐴𝑚𝑚𝑐𝑐𝑚𝑚)
(100− % 𝑚𝑚𝑐𝑐𝑚𝑚𝐴𝐴𝐴𝐴𝑚𝑚𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝐴𝐴𝑐𝑐𝑐𝑐𝐴𝐴𝑚𝑚𝑐𝑐𝑚𝑚)
 
 
Donde:   
  - Muestra: mezcla de células diana y efectoras 






4.1.3.6.- Proliferación de leucocitos 
La proliferación de leucocitos  se valoró por citometría de flujo, empleando un método 
que utiliza el agente intercalante IP para cuantificar las variaciones en el contenido de ADN 
durante el ciclo celular (G0, fase de reposo; G1, fase de pre-síntesis; S. fase de síntesis; G2. 
fase de post-síntesis; M. mitosis) (Figura 13). Para el estudio de la proliferación de leucocitos 
se utilizó la metodología descrita por Chilmonczyk y Monge (1999) con algunas 
modificaciones. Para estimular la proliferación de leucocitos de rodaballo y lenguado se 
valoraron los siguientes compuestos: lipopolisacáridos (LPS) purificados de Escherichia coli, 
(Sigma), PMA y Concanavalina A (Con A) (Sigma) y la bacteria T. maritimum.  
Para el estudio de proliferación leucocitaria, las suspensiones de leucocitos, ajustadas 
a una concentración de 2 x 106 células/ml, se incubaron en medio MEM-10 suplementado con 
LPS (200μg/ml), PMA (10 μg/ml), ConA (50 μg/ml) y la cepa LL01.8.3.8 de T. maritimum. 
(109 UFC/ml) o sin suplementar (tubos control), durante 48 horas a 9ºC (leucocitos de 
rodaballo y lenguado), y además otra réplica de tubos se incubaron a la temperatura óptima de 
cada una de las dos especies de peces utilizadas en el estudio. Finalizado el período de 
incubación, las suspensiones de leucocitos se centrifugaron, el precipitado celular resultante 
se fijó con etanol al 70% y se conservó a -20ºC hasta su análisis por citometría de flujo (canal 
FL2H, filtro de 585 nm).  
Para el análisis, las células fijadas se lavaron previamente por centrifugación (1960 
rpm/15 min), se suspendieron en PBS y se trataron primero a 37ºC durante 30 minutos con 
una solución de RNAasa (Sigma) (concentración final de 0,5mg/ml) y, a continuación, 
durante 30 minutos en oscuridad, con una solución de IP (concentración final de 10µg/ml) 
antes de proceder a la lectura en el citómetro. Para cada muestra se analizaron un total de 
10000 células. 
El porcentaje de células en cada fase del ciclo celular (G0/G1, S, o G2/M) se 
determinó utilizando el software libre para análisis del ciclo celular Cylchred (versión 1.0.2 
para Windows 95, Universidad de Cardiff, UK).  
 
 




4.1.3.7.- Estudio de la apoptosis de leucocitos  
 La actividad de las cisteinil- aspartato proteasas 3 y 7 (caspasas efectoras), la 
disrupción del potencial de membrana mitocondria y la fragmentación del ADN genómico se 
evaluaron como indicadores de la apoptosis/necrosis de los linfocitos de rodaballo tras la 
incubación con bacterias patógenas, PMA o una mezcla de ambos. 
Se utilizaron 10 rodaballos de entre 80±10 g a los que se les extrajo el riñón anterior 
para la obtención de leucocitos según la metodología descrita en el apartado 4.1.3.1. 
 
A) Tratamiento de los linfocitos: las suspensiones de leucocitos de riñón (106 
células/ml) se incubaron a 16ºC durante 45 minutos con una suspensión de la cepa LL01.8.3.8 
T. maritimum preparada en PBS (109 UFC/ml) a una ratio bacterias:leucocitos de 100:1, o con 
50 μl de PMA, o con 50 μl de la suspensión de bacterias y 50 µL de PMA. Como control se 
utilizaron suspensiones de leucocitos incubados en las mismas condiciones con 50 µL de 
PBS. Posteriormente, se procedió al análisis de la pérdida de potencial de membrana 
mitocondrial, la actividad de las caspasas y la fragmentación del ADN. 
 
B) Disipación del potencial de membrana mitocondrial  
La detección de cambios en el potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) mediante 
citometría de flujo es un método útil para la detección de los estadios apoptóticos iniciales.  
La pérdida de potencial de la membrana mitocondrial en los leucocitos sometidos a los 
tratamientos descritos en el  apartado 4.1.3.7 A, se determinó mediante citometría de flujo 
(FL1H, filtro de 530 nm) tras la adición de 123-DHR (50 µM de concentración final), un 
colorante fluorescente catiónico que es absorbido fácilmente por las células vivas, 
acumulándose en las mitocondrias energizadas. El grado de captación de la sonda, medido 
como la intensidad de fluorescencia celular, es proporcional al potencial de la membrana 
mitocondrial.  
 
C) Determinación de la actividad caspasa; la actividad caspasa en los leucocitos 
sometidos a los tratamientos descritos en el apartado 4.1.3.7 A, se determinó utilizando el Kit 
de Invitrogen, Vybrant FAM Caspase-3 y -7, basado en el uso del compuesto fluorescente 
inhibidor de caspasas FLICA ™ para detectar caspasas activas e ioduro de propidio (IP) para 
determinar la viabilidad celular. FLICA se compone de 3 subunidades: I) un resto de 
fluorometilcetona (FMK), que puede reaccionar covalentemente con una cisteína, II) una 
secuencia de reconocimiento específica de aminoácidos caspasa (DEVD) para la caspasa 3 y 
7, y III) un grupo de fluoresceína que actúa como indicador de la reacción. El reactivo 
FLICA, no citotóxico, penetra al interior celular e interactúa con el centro reactivo enzimático 
de las caspasas activas por medio del DEVD y se une covalentemente a través del residuo 
FMK. Las moléculas de FLICA sin ligar se difunden fuera de la célula y son eliminadas. La 
fluorescencia verde remanente en las células es una medida directa de la cantidad de caspasa 
activa que estaba presente en el momento en que se añadió el inhibidor. El ensayo se realizó 
según el protocolo recomendado por la casa comercial y la detección de las células teñidas 
con FLICA y de las células viables (IP-) se realizó mediante citometría de flujo, utilizando los 
canales FL1H y FL2H, respectivamente. Para cada muestra se contaron 10.000 células. 
 
D) Obtención del ADN genómico y ensayo de fragmentación del ADN. El ensayo de 
fragmentación del ADN es utilizado habitualmente para la distinción entre apoptosis y 
necrosis y es uno de los métodos más fiable para identificación de células en apoptosis. En el 





con SYBR Green I (Molecular Probes) para determinar si el ADN de los leucocitos tratados 
con la cepa de T. maritimum durante 0, 45 minutos, 6 y 24 horas presentaban el patrón de 
fragmentación de ADN característico de las células en fase de apoptosis (fragmentos de 200-
5000 pares de bases).  
Para la extracción del ADN de los leucocitos infectados y leucocitos control 
(inoculado con PBS) se utilizó el kit Ultraclean Microbial DNA (MO BIO laboratorios), 
siguiendo la metodología recomendada por la casa comercial.  
El ADN obtenido se analizó mediante electroforesis horizontal (100 V/1h) empleando 
geles de agarosa (tipo II, Sigma) preparados al 2% (p/v) en tampón Tris ácido acético EDTA 
(TAE, 40mM Tris, 20mM ácido acético, 1mM EDTA, pH 8,3) y suplementado con SYBR 
Green I (dilución 1/10000 v/v en la solución de agarosa-TAE). En el análisis se incluyó el 
marcador de masa molecular de 1 Kb (Thermo Scientific). 
Los geles se visualizaron utilizando un transiluminador de luz ultravioleta (BioRad 
UV Transilluminator 2000) y fueron fotografiados usando una cámara Canon G9. 
 
4.1.4.- Análisis estadístico 
 
Todos los experimentos se hicieron por triplicado para cada pez, utilizando tres peces 
por ensayo. Los resultados se expresaron como la media geométrica ± el error estándar (EE) 
de los datos analizados. Los resultados se analizaron usando un ANOVA de una vía y el test 
de Bonferroni, utilizando el modelo de U de Mann-Whitney para comprobar la 
heterogeneidad de dos muestras ordinales. Los análisis se realizaron utilizando el programa 
IBM SPSS Staistics 22 y en todos los casos se consideró un nivel de significación menor o 
igual a 0,05 (p≤0,05). 
 
4.2.- Resultados 
El objetivo del presente estudio fue la optimización de técnicas para el estudio de 
diferentes parámetros de la respuesta inmune humoral y celular no específica en rodaballo y 
lenguado. 
4.2.1.- Estudio de la respuesta inmune inespecífica en rodaballo 
 
Este estudio se centró en la puesta a punto de métodos para determinar las actividades 
lisozima y la vía alternativa del complemento así como la capacidad bactericida del suero de 
peces planos. 
  
4.2.1.1.- Actividad lisozima 
En este estudio se han evaluado dos métodos (turbidimétrico y en placa) para la 
determinación de la actividad lisozima en sueros de los peces inmunizados con antígenos de 
T. maritimum y suero de peces control (inyectados con FPBS-2). Los resultados obtenidos se 
muestran en la Tabla 18.   
Los sueros de peces inmunizados con el antígeno del patógeno mostraron niveles de 
actividad lisozima significativamente más elevados (855-1155 UE/ml) que los mostrados por 
los peces control (400-417 UE/ml), con independencia del método utilizado para la 
evaluación de la actividad enzimática.  
No se han observado diferencias significativas (p≤0,05) en los niveles de actividad 
detectados en suero en función del método de análisis utilizado.  
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La Fig 14 muestra los resultados del estudio de la actividad lisozima empleando el 
método de placa con o sin tinción con el colorante azul de Coomasie. Como se puede 
observar, la tinción de la agarosa con dicho colorante no mejora la visualización de la zona de 
lisis. 
 
Tabla 12- Evaluación de métodos de determinación de la actividad lisozima del suero 




Método de placa 
Media (UE/ml)±EE 
Control 400,0±76,0 416,6±57,5 
Anti-T. maritimum 1154,6±35,1* 855,1±20,6* 







Figura 14.- Estudio de la actividad lisozima empleando el método de placa (A) y tras la tinción de la 
agarosa con azul Coomasie (B). 
 
Tabla 13.- Evaluación de micro y macro-métodos para la determinación de la actividad bactericida del suero. 






Control 0,9±0,0 1,0±0,0 
Anti-T. maritimum 0,8±0,1 0,8±0,0 
IB, índice bactericida, 𝐼𝐼𝐼𝐼 = A620 de la muestra tratada con suero
A620 del control negativo
 





4.2.1.3.- Actividad de la vía alternativa del complemento  
 
La Tabla 20 muestra los resultados del estudio de la actividad de la vía alternativa del 
complemento del suero de rodaballo, usando como diana eritrocitos humanos.  
Los sueros de los peces previamente inmunizados con los antígenos de la bacteria T. 
maritimum mostraron valores CH50 similares a los observados en el suero de peces control. 
En éste caso, tampoco se han observado diferencias significativas en los valores CH50 en 










Tabla 14.- Evaluación de micro y macrométodos para la determinación de la actividad complemento (vía 
alternativa) del suero de rodaballo. 
 






Control 35,5±13,1 36,0±2,1 
Anti-T. maritimum 35,3±16,2 37,4±3,2 
CH50, dilución del suero que causa un 50 % de hemolisis en una suspensión de eritrocitos. 
EE, error estándar. 
 
4.2.2. Optimización de métodos de estudio de la respuesta celular no específica  
 
El principal objetivo de este estudio ha sido estandarizar técnicas rápidas, baratas y 
fiables para el estudio de la respuesta inmune celular no específica en rodaballo y lenguado. 
 
4.2.2.1. Estudio de las poblaciones de leucocitos en rodaballo y lenguado  
El análisis por citometría de las muestras de sangre, riñón y bazo de rodaballo y 
lenguado demostró la existencia de tres subpoblaciones leucocitarias distintas en base a su 
tamaño (FSC) y complejidad (SSC). El análisis bidimensional de las células permitió asignar 
cada subpoblación a un tipo celular, considerando las características de la relación FSC/SSC 
descritas por Stosik (2001): i) bajo FSC/bajo SSC (compatible con linfocitos), ii) medio 
FSC/bajo SSC (compatible con monocitos) y iii) alto FSC/alto SSC (compatible con 
granulocitos). Las figuras 15, 16 y 17, muestran los citogramas característicos de los 
leucocitos procedentes de sangre, riñón y bazo, respectivamente. 
Se han observado diferencias en el porcentaje de células en las distintas poblaciones 
dependiendo del tejido de procedencia y/o de la especie de pez (Tabla 21). Así, se ha 
observado que en las muestras de sangre y bazo de rodaballo y lenguado, los linfocitos 
constituyen la población predominante (88 a 97% del total de leucocitos). En cambio, en el 
tejido renal del rodaballo dos tercios de la población de leucocitos está constituida por 
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linfocitos y un tercio por granulocitos, mientras que en el riñón de lenguado los linfocitos y 
los granulocitos se encuentran en proporciones similares (43% de linfocitos y 48% 
granulocitos).  
Con el fin de desarrollar una técnica rápida para evaluar las poblaciones de leucocitos 
se comparó el método de extracción, con Ficoll con el de lisis hipotónica en muestras de 
sangre de lenguado y rodaballo. El análisis mediante citometría de flujo puso de manifiesto la 
existencia de ligeras variaciones en los perfiles celulares de las dos especies de peces 
probadas en función del método de obtención de los leucocitos (Tabla 22, Figura 18). Los  
citogramas obtenidos con los leucocitos de sangre de rodaballo y lenguado obtenidos 
con Ficoll o por lisis hipotónica se muestran en la Figura 18. Sin embargo, se ha observado 
una reducción de la población de granulocitos en la sangre de lenguado cuando se utilizaba 








































































Figura 17 .- Perfil celular de bazo de rodaballo (A), y lenguado (B). Eje de ordenadas tamaño celular (FSC); Eje 
de abcisas complejidad celular (SSC). L (linfocitos), M (monocitos), G (granulocitos). 
Figura 15 Perfil celular de sangre de rodaballo (A), y lenguado (B). Eje de ordenadas muestra el tamaño 
celular (FSC); Eje de abcisas muestra la complejidad celular (SSC). L (linfocitos), M (monocitos), G 
(granulocitos) 
Figura 16.- Perfil celular de riñón de rodaballo (A) y lenguado (B). Eje de ordenadas tamaño (FSC); Eje de 













Media ( %)±EE 
Rodaballo 
Sangre 
Media ( %)±EE 
Rodaballo 
Bazo 
Media ( %)±EE 
Lenguado 
Riñón 
Media ( %)±EE 
Lenguado 
Sangre 
Media ( %)±EE 
Lenguado 
Bazo 
Media ( %)±EE 
Linfocitos 61,2%±4,4 88,3%±4,8 95,6%±5,6 43,4%±5,6 94,9%±5,2 96,9%±4,2 
Monocitos 9,3%±1,4 2,1%±0,2 2,0%±0,1 8,79%±1,2 1,6%±0,0 1,5%±0,1 
Granulocitos 30,5%±4,5 9,4%±1,3 2,4%±0,4 47,7%±5,3 3,7%±0,3 1,6%±0,2 


























Linfocitos  87,9%±4,6 88,3%±5,0 88,8%±4,8 94,9%±5,0 
Monocitos 2,7%±0,5 2,1%±0,4 3,7%±0,7 1,6%±0,4 
Granulocitos 9,4%±1,0 9,6%±1,3 7,7%±1,2 3,7%±0,8 
EE Error estándar 
 
 
Figura 18.- Perfiles celulares en sangre de las distintas especies de peces utilizando como método de 
extracción Ficoll (A) y lisis hipotónica (B). Eje de ordenadas muestra el tamaño celular (FSC); Eje 





4.2.2.2- Ensayo de fagocitosis con linfocitos de rodaballo y lenguado 
Con el fin de optimizar el ensayo de fagocitosis mediante citometría de flujo se 
evaluaron diferentes parámetros, incluyendo la concentración de la solución de FICT para el 
marcaje de las bacterias, la concentración de la solución de TB para el adecuado apagado de 
la fluorescencia de las bacterias, método de eliminación de la fluorescencia externa debida a 
las bacterias no ingeridas y la ratio bacterias:leucocitos. 
En relación con el marcaje de las bacterias los resultados indican que la incubación de 
T. maritimum durante 12 horas con la solución de FICT de concentración 100µg/ml 
proporciona un marcaje homogéneo de la población bacteriana (mayor del 80%), como se 
observa en la Figura19.  
Con respecto al estudio de la estabilidad del marcado de las bacterias con FICT, los 
resultados obtenidos indicaron que las bacterias congeladas a -80ºC y mantenidas en 
oscuridad mantenían el marcaje durante al menos seis meses. Sin embargo, se observaba un 
descenso de al menos un logaritmo en la fluorescencia de las bacterias trascurridos tres meses 
de conservación a 4ºC como se muestra en la Figura 19. 
Como se puede observar en la Figura 20 la incubación de T. maritimum durante 12 
horas con una solición de FITC a una concentración de 100µg/mlproporciona un marcaje 
homogéneo (mayor del 80%) y estable (al menos seis meses mantenidas a -80ºC) de la 
población bacteriana, si bien se observa un descenso de un logaritmo en la fluorescencia tras 






Con respecto a la eliminación de la fluorescencia externa debida a bacterias no 
ingeridas, se observó que sólo utilizando la solución de TB al 2% se conseguía reducir la 
fluorescencia de las bacterias desde más del 80% hasta sólo un 4,2% (Figura 20A y B y 
Figura 21). 
Además, se demostró que, aunque con el método de lavado se conseguía una 
reducción similar de los niveles de fluorescencia extracelular, este tratamiento también 
producía una pérdida de leucocitos. 
 
Figura 19 .- Niveles de fluorescencia de la suspensión bacteriana recién marcada (línea verde) y después de 
tres meses de almacenamiento a 4ºC (línea negra). Eje de las abscisas muestra el número de células. Eje de 






Figura 20 Fluorescencia de la población bacteriana marcada con FICT (A) y  de la población apagada tras el 
tratamiento con TB al 2% (B). Eje de las abscisas muestra la fluorescencia detectada por el filtro 
verde FL1H (530/30, FICT); Eje de las ordenadas muestra el tamaño celular (FSC). 
 
Otro de los parámetros evaluados durante la optimización del ensayo de fagocitosis 
fue el efecto de la concentración bacteriana sobre la actividad fagocítica de los macrófagos. 
Los resultados obtenidos demostraron que la ratio óptima leucocitos:bacterias para estimular 
la respuesta fagocítica era 1:100.  
El experimento de fagocitosis, realizado con leucocitos de lenguado y rodaballo, 
muestra una notable actividad fagocítica en los granulocitos de riñón cefálico de ambas 
especies, manifestándose activas el 45% de la población de granulocitos en el caso de 
rodaballo y aproximadamente el 30% de los granulocitos de lenguado tras la incubación 
durante 45 min con la cepa LL01.8.3.8 de T. maritimum (Tabla 23). Las Figuras 22 y 23 
muestran las diferencias entre bacterias no ingeridas, granulocitos que han fagocitado a alguna 
bacteria y granulocitos que no han interiorizado bacterias en base a la fluorescencia y tamaño 
celular (FSC) cuando se utilizan leucocitos de rodaballo y lenguado, respectivamente. 
 
 
Tabla 17.- Capacidad fagocítica de los granulocitos (porcentaje) de lenguado y rodaballo empleando la cepa 
LL01.8.3.8 de T. maritimum. 
 




Rodaballo 2,3%±0,4 43,1%±1,7* 
Lenguado 6,1%±1,3 28,5%±0,9* 
* Indica diferencias significativas (p<0,05). t=0, sin incubación; t=45, 
incubación durante 45 minutos 




Figura 21.- Niveles de fluorescencia de la suspensión bacteriana antes (verde) y después  (negra) del apagado 
con TB al 2%. Eje de las abscisas muestra el número de células. Eje de las ordenadas muestra la 
fluorescencia detectada por el filtro verde FL1H (530/30, FICT) 
 
 
Figura 22.- Ensayo de fagocitosis con leucocitos de rodaballo. (A) control negativo del ensayo (B) células 
bacterianas fagocitadas tras 45 minutos de incubación. Eje de las abscisas muestra la fluorescencia 











Figura 23.- Ensayo de fagocitosis con leucocitos de lenguado. (A) control negativo del ensayo (B) células 
bacterianas fagocitadas tras 45 minutos de incubación. Eje de las abscisas muestra la fluorescencia 









4.2.2.3.- Estudio de la actividad estallido respiratorio 
Con el fin de optimizar el ensayo de actividad estallido respiratorio se realizó un 
estudio de la cinética de la reacción tras la adición de un activador soluble, PMA a los 
leucocitos de riñón y sangre de rodaballo y lenguado. Los resultados demostraron que con 
independencia del órgano de obtención de los leucocitos la actividad respiratoria alcanzaba 
los máximos niveles a los 45 minutos de adición del PMA en el caso de rodaballo (Figura 24) 
y a los 60 minutos en el del lenguado (Figura 25) y que éstos niveles de activación se 
mantenían, con mínimas fluctuaciones, hasta las dos horas de incubación (dato no mostrado). 
Los resultados obtenidos en el ensayo de evaluación de la actividad respiratoria 
demuestran que los leucocitos de riñón anterior de rodaballo y lenguado estimulados con 
PMA muestran índices de estimulación (IE) de 17,7±5,0 y 16,7±5,3, respectivamente (Tabla 
24), existiendo células muy activas (picos de fluorescencia entre 103 y 104), células con 
moderada actividad (picos de fluorescencia entre 102 y 103) y células con baja actividad 
(picos con fluorescencia entre 101 y 102) (Figura 26).  
 
 
Figura 24.- Cinética del estallido respiratorio en leucocitos de riñón de rodaballo estimulados con PMA. Eje de 
las abscisas muestra el número de células. Eje de las ordenadas muestra la fluorescencia detectada 









Figura 25.- Cinética del estallido respiratorio en leucocitos de riñón (A) y sangre (B) de lenguado estimulados 
con PMA. Eje de las abscisas muestra el número de células. Eje de las ordenadas muestra la 
fluorescencia detectada por el filtro verde FL1H (530/30). 
 
 
Tabla 18.- Actividad respiratoria, expresada como índice de estimulación (IE) de los leucocitos de riñón de 
rodaballo y lenguado estimulados con PMA. 
 











Índice de estimulación (IE)= media geométrica de la intensidad de fluorescencia en leucocitos estimulados con 
PMA/media geométrica de la intensidad de fluorescencia en muestras no estimuladas. El valor se expresa como 







Figura 26.- Estallido respiratorio en leucocitos de riñón de rodaballo y lenguado, no activados (A) y activados (B) Eje de las ordenadas muestra el número de células. Eje de 
las abscisas muestra la fluorescencia detectada por el filtro verde FL1H (530/30). (M1 células con fluorescencia mayor a 101; M2 células con fluorescencia 





Con respecto al efecto del método de extracción de los leucocitos sobre la actividad 
estallido respiratorio, se ha observado que los leucocitos obtenidos a partir de la sangre 
utilizando el método de lisis hipertónica mostraban un IE (IE = 2.2±0.8) significativamente 
más reducido que los obtenidos con Ficoll (IE= 19.3±9.1). Con el fin de determinar si la 
reducción en la actividad respiratoria era debida a la pérdida de viabilidad de los leucocitos, 
se repitieron los ensayos añadiendo yoduro de propidio.  
En el presente estudio se evaluó el efecto de la estimulación con activadores solubles 
(PMA) y no solubles (suspensión bacteriana) en la actividad respiratoria de leucocitos de 
riñón anterior de rodaballo y lenguado. El índice de estimulación de leucocitos activados con 
PMA o con PMA y Tenacibaculum maritimum, fue superior al observado en los leucocitos 
estimulados sólo con la bacteria (Tabla 25).  
 
 
Tabla 19.- Actividad respiratoria, expresada como índice de estimulación (IE) de los leucocitos de 
rodaballo y lenguados estimulados con activadores solubles y particulados. 
 
Activador Leucocitos Rodaballo 
(IE) 
Leucocitos Lenguado (IE) 
PMA 11,6±4,8 6,30±0,6 
T. maritimum 0,8±0,0 0,98±0,0 
T.maritimum+ PMA 6,7±0,9 5,63±1,5 
Índice de estimulación (IE) = media geométrica de la intensidad de fluorescencia en leucocitos estimulados 
con PMA/media geométrica de la intensidad de fluorescencia en muestras no estimuladas.  El valor se  expresa 
como la media ± Error Estándar (EE). 
 
El efecto del tiempo de incubación con los activadores sobre la actividad estallido 
respiratorio de los leucocitos de riñón anterior de rodaballo se muestra en la Tabla 26 y Figura 
27. La mayor actividad se observó en los leucocitos tratados durante 45 minutos con PMA 
(IE= 22,2) y con la mezcla de PMA y bacterias (IE= 16,1), seguidos por los tratados sólo con 
bacterias (IE= 5,3). Además, se observó un cambio en la distribución de las poblaciones de 
leucocitos en función de su grado de activación (Figura 27). Así, los leucocitos estimulados 
durante 45 min con PMA están muy activos (picos de fluorescencia entre 103 y 104), mientras 
que cuando se prolonga la incubación durante 6 y 24h las células muestran una actividad 
moderada (picos de fluorescencia entre 102 y 103) o baja (picos con fluorescencia entre 101 y 
102) (Figura 27B). Se observa un efecto similar al incubar los leucocitos con los dos 
activadores (bacterias y PMA) (Figura 27D). Sin embargo, cuando se estimulan los leucocitos 
sólo con bacterias existe una activación baja o moderada (Figura 27C) que no difiere de la 










Tabla 20.- Efecto del tipo de activador y tiempo de activación sobre el estallido respiratorio de los leucocitos 




Tiempo de estimulación 
T=45min T=6 horas T=24 horas 
IE IE IE 
PMA 22,2 8,4 1,8 
T. maritimum 5,3 2,7 2,9 
T.maritimum + PMA 16,1 6,2 1,2 
IE; Índice de estimulación ,    𝐼𝐼𝐼𝐼 = GMFI de leucocitos estimuladosGMFI de leucocitos no estimulados; 





Figura 27.- Fluorescencia de  leucocitos a los distintos estimulantes (A; control, B; PMA, C; T. maritimum; D; 
PMA+ bacteria) y diferentes tiempos de estimulación (verde 45 min, azul 6 horas, rojo 24 horas). 
Eje de las abscisas muestra el número de células. Eje de las ordenadas muestra la fluorescencia 
detectada por el filtro verde FL1H (530/30). 
 
 










4.2.2.5.- Actividad citotóxica 
 
Para la optimización de la actividad citotóxica se han evaluado dos tipos de células 
diana, CCL-214 (linfoma humano) y EPC (Epitelioma papuloso de carpa), y tres mezclas de 
células efectoras:diana a distintas ratios (100:1, 50:1 y 20:1).  
Los resultados indican que las condiciones óptimas para la valoración de la actividad 
citotóxica natural de los leucocitos de riñón de rodaballo y lenguado son, incubación a la 
temperatura óptima de cada especie de pez (16ºC para rodaballo y 18ºC en lenguado) y uso de 
una ratio 20:1 leucocitos:célula diana.  
Cuando se utilizaron en el ensayo las células EPC como diana se obtuvieron resultados 
menos repetitivos.  
Los resultados del ensayo de actividad citotóxica natural utilizando las células CCL-
214 marcadas con DIO como diana y como células efectoras leucocitos de riñón de rodaballo 
o de lenguado, demostraron que los leucocitos obtenidos a partir de ambas especies de peces 
producían mortalidad de las células CCL-214 con porcentajes de actividad citotóxica entre 24 
y 31% (Figura 28). Los resultados obtenidos tras la incubación de las células diana con los 
leucocitos de rodaballo y lenguado se muestran en las Figuras 29 y 30, respectivamente. En 
estas Figuras se observa claramente la diferencia entre la mortalidad espontánea de las células 
diana (Panel A de las Figuras 29 y 30) y la producida por el contacto con los leucocitos de 
peces (Panel B de las Figuras 29 y 30). 
 
 
Figura 28.- Actividad citotóxica natural utilizando como células efectoras leucocitos de rodaballo y lenguado y 






















Figura 30.- Evaluación de la actividad citotóxica natural de leucocitos de riñón de lenguado. (A) Células diana tras 2h de incubación con los leucocitos de riñón de 
rodaballo. Eje de las ordenadas muestra la fluorescencia del IP (células muertas). Eje de las abscisas muestra la fluorescencia emitida por el DIO (Células diana 
vivas). 
 
Figura 29.- Evaluación de la actividad citotóxica natural de leucocitos de riñón de rodaballo. (A) células diana control, (B) Células diana tras 2h de incubación 
con los leucocitos de riñón de rodaballo. Eje de las ordenadas muestra la fluorescencia del IP (células muertas). Eje de las abscisas muestra la 





4.2.2.5.- Proliferación de linfocitos 
Con el fin de optimizar el ensayo de linfoproliferación se evaluó el efecto de diferentes 
mitógenos (LPS, PMA, y la bacteria T. maritimum) y la temperatura de incubación de los 
leucocitos (9ºC, 16ºC y 19ºC).  
La Figura 31 muestra los patrones de distribución de ADN en los leucocitos de riñón 
no estimulados (A). El pico mayor representa las células en el estadio previo a la replicación 
del ADN (fase G0/G1), el pico más pequeño las células después de la replicación del ADN 
(fase G2/M) y entre ambos picos se distribuye la población de células cuyo ADN se está 
replicando (fase S). Como se observa en la Figura 31B la adición de mitógeno (PMA) produjo 
un incremento en la cantidad de leucocitos en las fases S y G2/M. 
Con respecto a la temperatura de incubación, se ha observado que cuando se utilizó la 
temperatura de 9ºC se obtuvieron ciclos más limpios y un mayor efecto del mitógeno (PMA). 
Cuando los leucocitos estimulados con el mitógeno se incuban a 16ºC (leucocitos de 
rodaballo) o a 19ºC (leucocitos de lenguado), la proporción de células en fase G2 disminuye a 
menos de la mitad respeto al tubo control, en cambio en el tubo incubado a 9ºC se duplica la 
fase G2. En base a estos resultados, el resto del estudio se realizó incubando los leucocitos a 
9ºC. 
El efecto de los mitógenos LPS, PMA y bacteria, sobre la capacidad de proliferación 
de los leucocitos de riñón, bazo y sangre se muestran en la Tabla 27.  
Se han observado diferencias en función de la procedencia de los leucocitos y del 
mitógeno utilizado. Así, en riñón y sangre, se produjo un sensible incremento de las fases S y 
G2 tras la incubación con PMA, mientras que en bazo el LPS es el mitógeno que estimula una 
mayor proliferación de los leucocitos. Cuando se utilizan las bacterias como agente 
estimulador, el riñón es el órgano donde se encuentra el mayor número de leucocitos en fase 
G2. 
 
4.2.2.6. Estudio de la apoptosis leucocitaria  
En el presente estudio se han optimizado métodos de estudio de la apoptosis en 
leucocitos de rodaballo, basados en el uso de citometría de flujo. Con este fin se evaluaron: i) 
la pérdida de potencial de la membrana mitocondrial; ii) niveles de caspasas efectoras 3 y 7; 
iii) fragmentación del ADN genómico. 
Los resultados del ensayo de determinación de la pérdida de potencial de membrana 
mitocondrial, tras la exposición de los leucocitos a PMA, bacterias y la mezcla de ambos, 
evaluado utilizando 123-DHR como sonda se muestran en la Figura 32. En las gráficas del 
potencial de membrana observamos tres subpoblaciones que se corresponden con i) células 
con alto potencial de membrana (FL1H> 103), ii) células con potencial de membrana medio 
(FL1H entre 101-103)  y iii) células con bajo potencial de membrana (FL1H< 101) 
.Analizando los resultados en base al tipo de leucocitos, sólo el tratamiento con bacterias 
aumenta la subpoblación de linfocitos con bajo potencial de membrana mitocondrial, 
independientemente del período de incubación. Por el contrario, en el caso de los macrófagos 
el potencial de membrana mitocondrial se encuentra modificado respecto al control, 
aumentando las subpoblaciones de macrófagos con alta y media fluorescencia cuando se 
incuban las células con PMA o la mezcla de PMA y bacterias y reduciéndose estas 
subpoblaciones cuando las células se tratan sólo con bacterias. Las subpoblaciones con bajo 









Figura 31.- Histogramas que muestran la distribución de contenido de ADN en leucocitos no estimulados (A) o 











Tabla 21.- Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular (media±EE). 





































Sangre 93,8%±1,1 5,4%±0,2 1,4%±0,2 86,2%±0,7 11,3%±0,3 1,8%±0,1 90,0%±1,3 6,7%±0,4 3,4%±0,4 ND ND ND 
Riñón 84,0%±0,8 11,5%±0,4 4,7%±0,3 78,6%±0,3 16,1%±0,2 6,0%±0,4 83,8%±1,1 9,1%±0,8 5,8%±1,1 78,2±0,6 18,4±1,3 3,2±0,9 
Bazo 90,5%±1,1 6,8%±0,4 2,8%±0,1 80,7%±1,2 13,0%±0,9 5,5%±0,6 91,6%±1,6 6,8%±0,6 2,5%±0,6 83,0±4,4 14,3±1,7 2,8±0,8 
(EE Desviación estándar; G0/G1 Se produce la acumulación de ATP necesario para la división. Célula con una sola copia de DNA; S Se produce la replicación y síntesis del 



















Figura 32.- Citogramas e histogramas que muestran la disipación del potencial de membrana mitocondrial (Δ Ψm) tras la incubación de los leucocitos  durante 2 h 
con PMA (A), T. maritimum (B) y T. maritimum+PMA (C) y control no tratado (D), utilizando como sonda 123-DHR. En el citogramas el eje de las ordenadas 
muestra la fluorescencia emitida por la rodamina 123 y el eje de las abscisas la distribución de los leucocitos en base  a su complejidad (FSC). La sonda es 
absorbida por las células vivas, acumulándose en las mitocondrias energizadas. El grado de captación de la  sonda, medido como la intensidad de 
fluorescencia celular, es proporcional al potencial de la membrana mitocondrial. El color rojo refleja el  potencial de membrana de los macrófagos y en 
verde el de los linfocitos. Bajo Ψm, 100-101, Medio  Ψm, 101-102, Alto Ψm, >102. La línea azul vertical muestra el valor medio de fluorescencia en el control, 





Para la evaluación de los niveles de caspasas efectoras se emplearon los reactivos 
ioduro de propidio (IP) (FL2H), como marcador del ADN de células muertas y FLICA 
(FL1H) para la detección de las caspasas efectoras 3 y 7. 
La Tabla 28 y la Figura 33 muestran los resultados del estudio de la apoptosis de 
leucocitos de rodaballo, basado en la activación de las caspasas efectoras 3 y 7 tras 45 
minutos de incubación con PMA, bacterias o ambos.  
La estimulación con PMA no induce apoptosis en los leucocitos, sin embargo sí se 
observa un aumento de células preapoptóticas (Flica+/IP-) y apoptóticas (Flica+/IP+) cuando 
se incuban los leucocitos con la bacteria T. maritimum o cuando los leucocitos son sometidos 
a la acción conjunta del PMA y T. maritimum  (Tabla 28, Figura 33).  
 
 
Tabla 22.- Actividad de las caspasas efectoras 3 y 7 tras la incubación con el activador soluble (PMA), con 
células de T. maritimum o ambos 
 
Estimulado por % de células V 
Flica-/IP- 
% de células M 
Flica-/IP+ 
% de células A 
Flica+/IP+  
% de células pA 
Flica+/IP- 
Control 90,0±1,4 1±0,0 5,5±2,1 3,5±0,7 
PMA 93,5±3,5 1,5±2,1 2±1,4 3±0,0 
T. maritimum 68,5±3,5 0,5±0,7 17,5±4,5 13±2,4 
T. maritimum+ PMA 85,5±9,9 1,5±2,1 6±5,6 7±1,4 
Flica-/IP-, células viables (V); Flica-/IP+, células muertas (M); Flica+/IP+, células apoptóticas (A); Flica+/IP-, 













Figura 33.- Citogramas que muestran la distribución de los leucocitos control no tratados (A) o tratados durante 45 min con PMA (B), T. maritimum (C) y T. 
maritimum+PMA (D), utilizando como sondas IP y FLICA. El eje de las ordenadas muestra la fluorescencia emitida por el IP y el eje de las abscisas la 







En el psente estudio se ha evaluado además el efecto de la incubación con PMA, 
bacteria o una mezcla de PMA y bacterias sobre el ADN de los leucocitos. Los resultados 
obtenidos indican que 24 horas post-incubación no se observan bandas de degradación de 
ADN con ninguno de los tratamientos (Figura 34).  
 
 
Figura 34.- Electroforesis en geles de agarosa del ADN extraido de los leucocitos tras la incubación durante 24 
horas con PMA, bacterias y bacterias+PMA. Líneas: 1, marcador de masa molecular (1Kb DNA ladder 
Thermo scientific);  2,  control de ADN de células no tratadas; 3, ADN de células tratadas con PMA; 





Los peces, al igual que otros animales vertebrados, tienen una serie de mecanismos 
humorales y celulares específicos (inmunidad adquirida) y no específicos (inmunidad innata) 
que actúan de forma complementaria con el fin de proteger al organismo de agentes 
patógenos (Ellis, 1999; 2001; Watts y col, 2001). En los teleósteos, la inmunidad innata es de 
vital importancia ya que se considera que el sistema inmunológico adaptativo está menos 
desarrollado que en mamíferos. La inmunidad innata incluye las barreras naturales o físicas, 
tales como el moco y los epitelios, que impiden o dificultan la penetración de los 
microorganismos, factores solubles que constituyen la defensa humoral inespecífica y varios 
tipos celulares que constituyen la defensa celular inespecífica (Dalmo y col, 1997; Ellis, 1999, 
2001; Heppell y Davis, 2000-, Shailesh y col. 2008).  
Entre los mecanismos de defensa humoral inespecífica que actúan en la prevención de 
la colonización bacteriana y el consecuente daño tisular se incluyen la producción de 
compuestos antibacterianos, tales como proteínas del complemento activadas por la vía 
alternativa, proteínas de fase aguda y citoquinas, los factores inhibidores del crecimiento 
bacteriano y las lisinas, presentes en la sangre, mucus y/o tejidos de los peces (Ellis, 2001; 




moco de los peces puede ser considerada como una herramienta importante para el análisis 
del sistema inmunológico innato. Por ello, uno de los objetivos del presente estudio ha sido la 
estandarización de técnicas para la evaluación de la respuesta inmune humoral y celular no 
específica en rodaballo y lenguado.  
La evaluación de los métodos de análisis de las actividades lisozima (métodos de 
difusión en placa y espectrofotométrico), bactericida y vía alternativa de complemento (macro 
y micrométodos) en el suero de rodaballo demostró que todas  eran precisas y sensibles, no 
detectándose diferencias significativas en los niveles de actividad en función de la técnica 
utilizada.  
Los valores de la actividad lisozima, de la vía alternativa del complemento y el índice 
bactericida observados en las muestras de sangre analizadas en el presente estudio fueron 
similares a los descritos en peces salmónidos (Grinde 1989, Steinar 2001, Chalmers y col. 
2016, Yarahmadi y col., 2016), peces planos (Budiño y col., 2006, Palaksha y col. 2008) y 
espáridos (Guardiola y col, 2014; Cordero y col., 2016). Además, de las actividades en 
estudio, sólo la actividad lisozima mostró diferencias significativas entre los sueros de peces 
no inmunizados e inmunizados. 
Los fagocitos, el principal componente de la inmunidad innata celular, participan en 
las respuestas inflamatorias, pueden fagocitar y matar microorganismos y participan en la 
presentación del antígeno (Secombes, 1996). Además de los macrófagos, que son los 
principales fagocitos en los peces, los neutrófilos, las células B y los granulocitos tienen 
también capacidad fagocítica (Chávez-Pozo y col, 2005, Haugland y col, 2012). En peces se 
han identificado los tres tipos de granulocitos; neutrófilos, eosinófilos y basófilos, pero su 
presencia y morfología varían entre especies de peces (Haugland y col, 2012). 
El análisis mediante citometría de flujo de las poblaciones celulares en muestras de 
sangre, bazo y riñón de rodaballo y lenguado, realizado en el presente estudio, ha permitido 
demostrar la existencia de tres tipos celulares compatibles con linfocitos, monocitos y 
granulocitos, en base a su talla y complejidad y en concordancia con las poblaciones celulares 
descritas en peces salmónidos por otros investigadores (Morgan y col., 1993; Secombes, 
1996; Bowden y col., 1997, Pettersen y col., 2000). Además, se han observado diferencias 
cuantitativas con respecto al tipo celular, dependiendo del tejido de procedencia y de la 
especie de pez. Así, mientras en las muestras de sangre y bazo de rodaballo y lenguado, los 
linfocitos constituyen la población predominante, en las muestras de riñón la proporción 
celular varía en función de la especie de pez. Estos resultados concuerdan con los descritos en 
otras especies de peces (Hibiya, 1994, Esteban y col.,1998, Chilmonczyk y Monge, 1999, 
Pettersen y col., 2000; Crippen y col., 2001, Haugland y col, 2012). 
Con el fin de desarrollar una técnica rápida y no cruenta para evaluar las poblaciones 
de leucocitos en sangre periférica de rodaballo y lenguado, se compararon el método de 
centrifugación en gradiente de densidad con Ficoll con un método basado en la lisis 
hipotónica, no observándose grandes diferencias en el porcentaje de células de cada 
subpoblación en el caso del rodaballo, y produciéndose una reducción de la población de 
granulocitos en la sangre de lenguado extraída con Ficoll. Inoue y col. (2002) también 
obsevaron la existencia de variaciones en la fórmula leucocitaria en función del método de 
extracción de los leucocitos utilizado. Además, en concordancia con los resultados obtenidos 
en lenguado en el presente estudio, estos investigadores demostraron que el método de 
centrifugación en gradiente de densidad con Percoll produce una marcada reducción de 
basófilos en sangre de carpa.  
La fagocitosis es un mecanismo esencial del sistema inmunológico innato y constituye 




 El desarrollo de métodos fiables que permitan cuantificar la fagocitosis y la 
identificación de las células implicadas en dicho proceso es, por tanto, de gran interés. Por 
ello, en el presente estudio se han optimizado las condiciones para el análisis de la actividad 
fagocítica y respiratoria de los fagocitos mediante citometría de flujo.  
El ensayo de fagocitosis descrito en este estudio es una modificación del 
procedimiento basado en el uso de citometría de flujo, descrito por Esteban y col (1998) para 
leucocitos de dorada. Este método tiene la ventaja de permitir valorar un número mayor de 
células que el habitualmente valorado por métodos microscópicos (100-250 células), 
mejorando la precisión del ensayo (Esteban y col, 1998). Con el fin de adaptar este 
procedimiento al estudio de la actividad fagocítica de los leucocitos de rodaballo y lenguado, 
se definieron las condiciones y concentraciones para el adecuado marcaje de las células 
bacterianas con FICT [marcaje homogéneo del 80% de las bacterias usando FICT (100µg/ml) 
e incubación a 4ºC durante 12h] y para su conservación durante períodos de al menos seis 
meses (congelación a -80ºC, protegidas de la luz), se estableció un sistema para la 
diferenciación de células intra y extracelulares basado en el uso de una solución al 2% de azul 
tripán que permitía la eliminación de la fluorescencia externa (reducción hasta el 4,2%) 
debida a las bacterias no ingeridas y se estableció que la relación óptima de leucocitos:células 
bacterianas para estimular la fagocitosis en leucocitos de rodaballo y lenguado era 1:100 
(leucocitos:bacteria). Estos resultados difieren de lo descrito por Esteban y col. (1998) en lo 
que se refiere a la relación leucocitos:bacteria (relación 1:10) y a la concentración de azul 
tripán necesaria para la eliminación de la fluorescencia externa (solución al 0,4% de azul 
tripán). Estas diferencias pueden deberse al uso de diferentes especies bacterianas y 
condiciones para el marcaje así como a las diferentes especies de peces a partir de las cuales 
se obtuvieron los leucocitos en ambos estudios.  
Una vez que los microorganismos patógenos han sido fagocitados, los fagocitos 
utilizan distintos procesos para eliminarlos entre los que se encuentra el estallido respiratorio. 
Durante el estallido respiratorio los fagocitos producen y liberan especies reactivas de 
oxígeno implicadas en la respuesta inflamatoria y destrucción del patógeno que se encuentra 
internalizado. In vivo, las células fagocíticas son activadas por una serie de patrones 
moleculares asociados a patógenos (PAMP) así como por componentes humorales. In vitro, 
los fagocitos son activados por varios estimulantes que se unen a sus receptores de 
reconocimiento de patrones o por activadores solubles e independientes del receptor como el 
PMA (Castro y col., 1999; Cook y col., 2001; Couso y col., 2001; Lee y col., 2004; Budiño y 
col., 2006; Chettri y col., 2010; Haugland y col., 2012). 
En el presente estudio la actividad estallido respiratorio de los leucocitos renales de 
rodaballo y lenguado, activados con bacterias o PMA, fue evaluado mediante citometría de 
flujo utilizando como sonda 123-DHR. Los resultados obtenidos demuestran que los 
leucocitos estimulados con PMA muestran su mayor actividad a los 45 (rodaballo) y 60 
(lenguado) minutos. Los efectos inmunoestimulantes del PMA y otros activadores como el 
zymosan y β-glucano han sido estudiados previamente en teleósteos (Cook y col., 2001; Lee y 
col., 2004; Chettri y col., 2010). En estos estudios también se observó que la incubación de 
los leucocitos con los activadores por períodos de tiempo prolongados (superior a 4h) 
producía un descenso de la actividad respiratoria. El agotamiento de la capacidad de la célula 
para producir radicales debido a la incubación durante varias horas con los agentes 
estimulantes podrían explicar estos resultados.  
De los estimulantes utilizados, el PMA fue el que indujo in vitro una mayor respuesta 
en los leucocitos de ambas especies de peces, con índices de estimulación (IE entre 1,05 y 




trucha arcoiris (Chilmonczyk y Monge, 1999), carpa (Stosik y col., 2002), salmón y bacalao 
(Kalgraff y col., 2011), así como en ciclópteros (Haugland y col. 2012). En contraste, se 
observó una reducción en la respuesta cuando se empleaban bacterias (T. maritimum) o una 
mezcla de bacterias y PMA como estimulante. Este efecto podría ser debido a que la 
activación de fagocitos e inducción del estallido respiratorio producida por el PMA está 
mediada por receptores citoplasmáticos, mientras que la activación mediada por 
inmunocomplejos, componentes del complemento, citoquinas y por bacterias, es dependiente 
de los receptores de membrana (Cascales, 2005; Hurst, 1987). Otros investigadores (Castro y 
col, 1999; Figueras y col., 1997) han indicado que los macrófagos tienen un límite máximo de 
respuesta, independientemente de la cantidad de estimulante utilizado. Alternativamente, los 
resultados obtenidos en el presente estudio con células viables de T. maritimum o la mezcla 
de PMA y bacteria sugieren que la inhibición del estallido respiratorio podría constituir un 
mecanismo de virulencia para este patógeno. En estudios previos se ha descrito que la 
inhibición del estallido respiratorio de leucocitos es un mecanismo de virulencia de algunos 
patógenos de mamíferos (McCaffrey y Allen, 2006) y peces (Boesen y col., 2001, Sepulcre y 
col., 2007). Esta inhibición permitiría que la bacteria sobreviva dentro de los fagocitos y 
finalmente induzca su muerte. La capacidad para sobrevivir y replicarse en los macrófagos y 
de producir inmunosupresión por inducción de la apoptosis de leucocitos ha sido descrita en 
patógenos de peces como Edwardsiella tarda (Srinivasa Rao y col., 2001; Ishibe y col, 2008 y 
2009; Pirarat y col., 2007) y V. anguillarum (Boesen y col., 2001 y Sepulcre y col., 2007), así 
como en Mycobacterium marinum, un conocido patógeno de peces y seres humanos (El-Etr y 
col., 2001).  
Estudios previos han demostrado que los leucocitos de diferentes especies de peces 
tienen actividad citotóxica mediada por células citotóxicas, natural killer y linfocitos T 
citotóxicos que actúan contra células alteradas y/o extrañas. La mayoría de estos trabajos se 
basan en experimentos funcionales (Fischer y col., 2006; Nakanishi y col., 2011), basados en 
el uso de células marcadas radiactivamente (Tafalla y col., 2001) o en la detección de lactato 
deshidrogenasa, una enzima citosólica estable liberada al medio tras la lisis celular (Chaves-
Pozo, 2017).  
En el presente estudio se han optimizado las condiciones para el estudio de la 
actividad citotóxica de los leucocitos de rodaballo y lenguado mediante citometría de flujo, 
utilizando como células diana, células de línea contínua de peces (EPC) y de linfoma humano 
(CCL-214). Los resultados más estables se obtuvieron utilizando las células CCL-214 
(linfoma humano) como células diana, posiblemente por la facilidad de conseguir un marcaje 
homogéneo de las células con DIO, una ratio (20:1) y una temperatura óptima de 16ºC para 
los leucocitos de rodaballo y de 18ºC para los leucocitos de lenguado. Con los leucocitos de 
ambas especies de peces, se obtuvieron porcentajes de actividad citotóxica ligeramente 
superiores (24 y 31% para leucocitos de lenguado y rodaballo, respectivamente) a los 
descritos en trucha arcoiris (Chilmonczyk y Monge, 1999; Iwanowicz y col., 2004), dorada y 
lubina (Chaves-Pozo y col, 2017) y rodaballo (Tafalla y col., 2001) e inferiores a los 
observados en dorada por Cuesta y col (2002). Estas discrepancias pueden ser debidas al 
diferente origen de las células efectoras (leucocitos trucha, dorada, lubina, rodaballo y 
lenguado) y/o dianas (CCL-214, EPC, SAF-1, SSN-1 E-11, DLB-1) utilizadas en los distintos 
estudios. 
La apoptosis es un proceso de gran importancia tanto en la regulación del número de 
linfocitos como en la eliminación de linfocitos autorreactivos. Durante distintos procesos 
infecciosos la apoptosis de linfocitos se convierte muchas veces en una forma de control que 




homeostasis del sistema inmune. Además, según se ha descrito (Park, 2003), la fagocitosis de 
bacterias no solo induce el estallido respiratorio, sino que también puede iniciar un proceso 
apoptótico en las células fagocíticas.  
En nuestro estudio hemos comprobado que la estimulación con PMA no induce 
apoptosis en los leucocitos, en cambio sí se observa un aumento de células preapoptóticas y 
apoptóticas cuando se incuban los leucocitos con la bacteria T. maritimum o cuando son 
sometidos a la acción conjunta del PMA y T. maritimum. Estos resultados, pueden ayudar a 
explicar el descenso del estallido respiratorio observado cuando las células son estimuladas 
con bacterias con respecto a los estimulados sólo con PMA o una mezcla de PMA y bacterias, 
anteriormente comentados. La inhibición de la actividad respiratoria de leucocitos se ha 
descrito como un mecanismo de virulencia de algunos patógenos (bacterias, virus y parásitos) 
de mamíferos (McCaffrey y Allen, 2006) y peces (Boesen et al., 2001; Sepulcre y col., 2007; 
Nagata, 1997). Esta inhibición permite que las bacterias sobrevivan dentro de los fagocitos y 
eventualmente induzcan su muerte por activación de las caspasas relacionadas con la 
apoptosis (Hacker y col., 2002; Vale y col., 2003, 2005; Reis y col., 2007a, b).  
La condensación de la cromatina y la fragmentación del ADN son características clave 
de las células apoptóticas que son finalmente eliminadas por los fagocitos. La ADN-asa 
activada por las caspasas, es liberada en el citosol de la mitocondria entrando en el núcleo y 
fragmentando el ADN (Elmore, 2007).  De ahí, la importancia del estudio del patrón de 
fragmentación del ADN en una célula apoptótica, ya que en el caso de senescencia 
programada deben observarse bandas de fragmentación de tamaño aproximado de 180 a 200 
pares de bases (Bortner y col., 1995; Zhivotovsky y col., 2001; Elmore, 2007), mientras que 
en la necrosis el patrón de degradación no tiene especificidad en los tamaños de los 
fragmentos. En el presente estudio los resultados obtenidos indican que 24 horas post-
incubación no se observan bandas de degradación de ADN en ninguno de los casos, lo que 
lleva a pensar que no existe apoptosis o bien que al ser una técnica cuantitativa no exista el 
suficiente número de células apoptóticas (al menos un millón) para poder detectar las bandas 
de fragmentación del ADN (Elmore, 2007; Huerta y col., 2007). Sin embargo, la pérdida de 
potencial de la membrana mitocondrial y el incremento de los niveles de caspasas efectoras 3 
y 7 tras la incubación de los leucocitos de rodaballo con la bacteria T. maritimum sugieren el 
inicio de un proceso apoptótico., detectado como un incemento de las células preapoptóticas, 
que no habrían sufrido aún la fragmentación del ADN, lo que explicaría la ausencia de 










5.-EFECTO DE LA INFECCIÓN 




5.1.- Materiales y Métodos  
 
5.1.1.- Infecciones experimentales 
 
En este capítulo se evaluó el efecto de la infección bacteriana sobre el hematocrito, 
poblaciones linfocitarias y algunos parámetros del sistema inmunitario del rodaballo. Con este 
fin se utilizaron rodaballos sanos con un peso medio de 80,1±15,7 g.  El centro y proyecto de 
experimentación autorizados, persona responsable de la realización de los ensayos, normativa 
vigente en la materia, así como las condiciones experimentales y de mantenimiento de los 
peces fueron las descritas en el apartado 3.1.3. 
Antes de la infección experimental, se tomaron muestras de sangre de los peces del 
lote que se iba a utilizar en los ensayos. La infección experimental se realizó siguiendo 
básicamente la metodología descrita en el apartado 3.1.4. Para ello, los peces se anestesiaron 
(MS222, 100 mg/ml)) y se inyectaron intracelómicamente con 0,1 ml de suspensiones de la 
cepa bacteriana LL018.3.8 de T. maritimum ajustadas a una concentración de 1010 UFC/ml 
(Dosis alta, DA) y de 109 UFC/ml (Dosis baja, DB). Se utilizaron 100 peces por dosis y se 
incluyeron como control un número igual de peces inoculados con solución salina estéril. Tras 
la infección experimental, se realizaron muestreos al azar de los grupos de peces control e 
infectados, según el protocolo de muestreo que se muestra en la Tabla 29. En cada muestreo, 
los peces se anestesiaron (MS222), se pesaron y midieron y se extrajo la sangre para los 
estudios hematológicos e inmunológicos. Antes de proceder a la necropsia para la toma de 
muestras de riñón cefálico para los análisis microbiológicos y moleculares (PCR) y el estudio 
de la respuesta inmune celular, los peces se sacrificaron por sobredosis del anestésico, 
 
 




Nº Peces infectados 
con  T. maritimum 
Dosis alta (DA) 
Nº Peces infectados 
con T. maritimum 





0 - - 6 
3 6 6 6 
6 6 6 6 
24 6 6 6 
48 6 6 6 
72 6 6 6 
96 6 6 6 




5.1.2.-Efecto de la infección sobre el hematocrito y poblaciones de leucocitos  
5.1.2.1.- Obtención y conservación de la sangre y el suero 
La sangre se obtuvo por punción a través de la vena caudal utilizando jeringuillas 
estériles con heparina (sangre para determinación del hematocrito) o sin heparinizar 
(obtención de suero). La sangre con heparina se utilizó inmediatamente. La sangre no 
heparinizada se dejó coagular a temperatura ambiente durante 2 horas y, tras 12 h a 4°C, se 
separó el suero de los restos sólidos por centrifugación a 3000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. 
El suero se distribuyó a razón de 1 ml por tubo y se mantuvo congelado a -30°C hasta su uso 
 
5.1.2.2.- Determinación del hematocrito 
El hematocrito mide el porcentaje del volumen sanguíneo total que está compuesto por 
eritrocitos. Para la realización del ensayo, se llenaron por capilaridad los tubos de micro-
hematocrito con la sangre heparinizada obtenida a partir de los peces control e infectados 
experimentalmente, se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 min y se leyó el resultado con un 
lector de hematocrito. El resultado se expresó en porcentaje. 
 
5.1.2.3.- Efecto de la infección sobre las poblaciones leucocitarias 
Para determinar el efecto de la infección bacteriana sobre la composición de la 
población de leucocitos se obtuvieron leucocitos de riñón de rodaballos control e infectados 
con la bacteria T. maritimum transcurridas 0, 2, 6, 48 y 72 horas desde el inicio del ensayo de 
infección experimental. Se utilizaron muestras de los peces infectados con la dosis alta (1010 
UFC/ml). Los procedimientos utilizados para la obtención de leucocitos y estudio de las 
poblaciones mediante citometría de flujo fueron los descritos en los apartados 4.1.3.1 y 
4.1.3.2, respectivamente.  
 
5.1.3.- Efecto de la infección sobre la respuesta inmune no específica  
 
5.1.3.1.- Efecto de la infección sobre la respuesta inmune humoral no específica 
El efecto de la infección experimental con la bacteria T. maritimum sobre la respuesta 
inmune humoral no específica del rodaballo, se evaluó según la metodología descrita en los 
apartados 4.1.2.2 (actividad lisozima), 4.1.2.3 (actividad bactericida) y 4.1.2.4 (vía alternativa 
del complemento), utilizando los sueros obtenidos a partir de los peces control e infectados 
experimentalmente con las dos dosis (DA y DB) de la bacteria T. maritimum (apartado 5.1.1) 
desde las 3 a las 72h post-infección.   
 
5.1.3.2.- Efecto de la infección sobre la actividad respiratoria de leucocitos 
La respuesta inmune celular del rodaballo frente a la infección experimental con T. 
maritimum (utilizando DA y DB de bacterias), se evaluó en base a la actividad estallido 
respiratorio de los leucocitos de riñón cefálico, siguiendo la metodología optimizada en el 
apartado 4.2.2.3. Para este estudio se utilizaron muestras de riñón cefálico de peces control e 





5.1.4.- Análisis estadístico 
 
Para cada uno de los experimentos mostrados se utilizaron grupos de 6 peces. Los 
resultados se expresaron como la media ± error estándar (EE) de los datos analizados y se 
compararon usando un ANOVA de una vía y el test de Bonferroni, utilizando el modelo de U 
de Mann-Whitney para comprobar la heterogeneidad de dos muestras ordinales. Los análisis 
se realizaron utilizando el programa IBM SPSS Statistics 22 y se consideró un nivel de 
significación menor o igual a 0,05 (p≤0,05). 
 
5.2-. Resultados 
5.2.1.- Infección experimental  
 
Los resultados del ensayo de patogenicidad con la cepa LL01 8.3.8 de Tenacibaculum 
maritimum demostraron que el aislado era virulento para rodaballos y producían mortalidad 
superior al 50% durante las primeras 48h post-infección, cuando se inoculaba por vía 
intraperitoneal en dosis altas (DA) (1010 UFC/ml) mientras que a dosis bajas (DB) (109 
UFC/ml) no se observaron mortalidades (Tabla 30). Los peces inoculados con DA mostraron 
signos clínicos de enfermedad como aparición de áreas de decoloración y hemorragias en 
boca. Los estudios microbiológicos corroboraron que los peces morían como consecuencia de 
la bacteria inoculada. La bacteria T. maritimum se recuperó en los medios FMM y AM a 
partir de órganos internos de todos los peces muertos y/o moribundos analizados durante las 
primeras 48h post-infección. En cambi,  no se consiguió el aislamiento de la bacteria a partir 
de los peces infectados supervivientes a partir de las 72h postinfección ni a partir de los peces 
control. La identificación de los aislados se confirmó mediante PCR. A lo largo del 
experimento no se detectó crecimiento en los medios TCBS ni TSA-1 tras la siembra de 
muestras de órganos internos de los peces infectados o control. 
 
Tabla 24.- Recuperación de Tenacibaculum maritimum a partir de peces infectados experimentalmente. 
 
Peces  Tiempo post-infección TSA-1 AM/FMM TCBS 
Control 
0h - - - 
3h - - - 
6h - - - 
24h - - - 
48h - - - 
72h - - - 
Inoculados con dosis 
baja 
3h - - - 
6h - - - 
24h - - - 
48h - - - 
72h - - - 
Inoculados con dosis 
alta 
3h - + - 
6h - + - 
24h - + - 
48h - + - 
72h - - - 





5.2.2.- Efecto de la infección sobre parámetros hematológicos 
 
El principal objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la infección con T. 
maritimum sobre el hematocrito y poblaciones de leucocitos con el fin de establecer 
marcadores de la infección. 
 
5.2.2.1.- Hematocrito 
Los resultados del análisis del hematocrito en sangre de peces control e infectados con 
T. maritimum, determinados durante el período de duración del ensayo (0 a 168h), se muestra 
en la Figura 35. Los valores hematocrito oscilaron entre 12,5 y 20,3% en peces inoculados 
con DB, 13 y 16,7% en peces inoculados con DA y 13,7 y 17% para el grupo control (excepto 
al inicio del ensayo (0h) en el que se obtuvieron valores de 24,2%). No se detectaron 
diferencias significativas (ANOVA, p<0,05) en el valor hematocrito entre peces infectados y 














5.2.2.2.- Estudio de las poblaciones celulares en riñón  
 
Se ha evaluado el efecto inmunoregulador de la infección por T. maritimum en base al 
análisis comparativo de la composición de los leucocitos del riñón cefálico en muestras de 
peces control e infectados experimentalmente (DA, 1010 UFC/ml). Para la asignación de cada 
subpoblación a un tipo celular se tuvo en cuenta la relación FSC/SSC descritas por Stosik 
(2001): i) bajo FSC/bajo SSC (compatible con linfocitos), ii) medio FSC/bajo SSC 
(compatible con monocitos) y iii) alto FSC/alto SSC (compatible con granulocitos). 
Los resultados del análisis de la evolución de las poblaciones celulares en muestras del 
riñón anterior de peces control e infectados experimentalmente con T. maritimum se muestran 
en la Figura 36. Durante las primeras 48h post-infección se observó una leve reducción en la 
población de granulocitos renales en los peces infectados, observándose un incremento 
significativo (p<0,05) del porcentaje de estas células a partir de las 168 h post-infección 





(Figura 36A). Además, el porcentaje de granulocitos renales a las 168h post-infección era 
significativamente mayor a los observados a lo largo del experimento (3, 6, 24, 48 y 72h post-
infección) (Figura 36A). En el caso de la población de monocitos (Figura 36B), no se 
observaron diferencias significativas en el porcentaje de células respecto a lo observado en el 
grupo control. El porcentaje de linfocitos (Figura 36C) aumentó ligeramente en los peces 
infectados con respecto al observado en los peces control durante las primeras 48h post-
infección, observándose posteriormente un descenso no significativo (p<0,05). En los peces 
infectados se observaron diferencias significativas en los porcentajes de monocitos y 
linfocitos entre las muestras tomadas al inicio y fin del experimento. 
 
5.2.3.- Efecto de la infección sobre la respuesta inmunitaria no específica 
 
5.2.3.1.- Respuesta inmune humoral no específica en rodaballos infectados 
Con el fin de establecer marcadores de infección se han estudiado algunos parámetros 
del sistema inmune innato (actividad lisozima, bactericida y vía alternativa del complemento) 
en rodaballos infectados experimentalmente con T. maritimum y en peces control.  
La actividad lisozima de los sueros de peces infectados con la dosis baja (DB) de T. 
maritimum (Figura 37), se incrementó de forma no significativa (p<0,05) con respecto a los 
valores observados en el suero de peces control a las tres primeras horas post-infección y 
retornó a valores similares a los observados en peces no infectados a partir de las 6h post-
infección (Figura 37). En contraste, en el suero de peces infectados con la dosis alta (DA) de 
T. maritimum se detectó la existencia de dos pulsos o incrementos de actividad lisozima (a las 
6h y 48h post-infección) con respecto a los valores observados en el grupo control (Figura 
37), siendo estas diferencias significativas sólo a las 48h, En este estudio también se observó 
efecto del factor tiempo post-infección (p<0,05) con ambas dosis bacterianas (Figura 37). 
El análisis de los sueros de peces infectados experimentalmente con T. maritimum 
(Figura 38) demostró que su actividad bactericida, expresada como índice bactericida, se 
incrementaba con respecto a los valores observados en peces control a partir de las tres 
primeras horas post-infección y retornaba a valores similares o inferiores a los observados en 
peces no infectados a partir de las 6h sin observarse un efecto de la dosis inoculada pero sí del 
factor tiempo post-infección  en peces infectados con las dos dosis bacterianas utilizadas 
(p<0,05). 
El análisis de los sueros de peces infectados experimentalmente con T. maritimum 
(Figura 39) demostró que la actividad de la vía alternativa del complemento del suero de los 
peces infectados, expresada como CH50, se reduce ligeramente durante las primeras seis horas 
post-infección mostrando valores similares o ligeramente superiores a los observados en peces 
no infectados a partir de las 24 horas post-infección. No se han observado diferencias 
significativas en los niveles de complemento del suero entre peces infectados y control ni se 
detectó influencia del factor tiempo o de la dosis bacteriana utilizada en el reto infeccioso. 













Figura 36.- Evolución temporal de las poblaciones de granulocitos (A), monocitos (B) y linfocitos (C) de riñón 
anterior de rodaballos tras la infección con T.maritimum. Las diferencias significativas (p<0,05) 
entre peces control e infectados se indican con asterisco y entre los grupos de peces infectados a 
lo largo del período de experimentación se indican con letras diferentes, las letras en común 







Figura 37.- Actividad lisozima en peces sanos e infectados experimentalmente con T. maritimum. Las 
diferencias significativas (p<0,05) entre peces control e infectados se indican con asterisco y entre 
los grupos de peces infectados a lo largo del período de experimentación se indican con letras 

































Figura 38.- Actividad bactericida en peces sanos e infectados experimentalmente con T. maritimum. IB=A620 de 
la muestra tratada con suero/A620 de la muestra no tratada = control negativo). Las diferencias 
significativas (p<0,05) entre peces control e infectados se indican con asterisco y entre los grupos de 
peces infectados a lo largo del período de experimentación se indican con letras diferentes, las 
letras en común indican que no existe diferencias significativas. 
Figura 39.- Actividad complemento (vía alternativa) en peces sanos e infectados experimentalmente con T. 
maritimum. Se calculó como CH50, dilución del suero que causa un 50 % de hemolisis en una 
suspensión de eritrocitos.Las diferencias significativas (p<0,05) entre peces control e infectados se 
indican con asterisco y entre los grupos de peces infectados a lo largo del período de 





5.2.3.2.- Estudio de la respuesta inmune celular no específica 
El estudio de la respuesta inmunológica innata es de utilidad  para determinar el estado 
de salud y el efecto de diferentes compuestos (vacunas, adyuvantes, antimicrobianos…) en los 
peces. En este apartado se ha evaluado la actividad estallido respiratorio de los macrófagos 
del riñón cefálico de rodaballos infectados (DA y DB de la bacteria) y de peces control como 
marcador de la respuesta inmune celular no específica frente a la infección por T. maritimum. 
Los macrófagos de peces infectados con las DB y DA de T. maritimum mostraron una 
actividad respiratoria, expresada como índice de estimulación (IE), similar o inferior a la de 
los peces control inyectados con solución salina estéril (Figuras 40 y 41). Estos resultados 
concuerdan con los obtenidos previamente al infectar in vitro los granulocitos de rodaballo y 
lenguado con células viables de T. maritimum (apartado 4.2.2.3). 
 
Figura 40.- Actividad respiratoria (IE) de los macrófagos de riñón anterior de  rodaballos control e infectados 
experimentalmente. IE, Índice de estimulación = media geométrica de la intensidad de 
fluorescencia en leucocitos estimulados con PMA/media geométrica de la intensidad de 
fluorescencia en muestras no estimuladas. Las diferencias significativas (p<0,05) entre peces 
control e infectados o entre DA y DB se indican con asterisco y entre los grupos de peces infectados 
a lo largo del período de experimentación se indican con letras diferentes, las letras en común 



































Figura 41.- Histogramas que muestran la evolución del estallido respiratorio en peces infectados con dosis alta y en peces control a las 3 horas, 6 horas, 24 




 5.3-. Discusión 
 
La tenacibaculosis marina causada por la bacteria filamentosa T. maritimum, produce 
importantes mortalidades en rodaballo y lenguado cultivado. Los peces afectados por la 
enfermedad muestran signos clínicos característicos como erosiones en aletas y boca, 
hemorragias en piel, degradación de los tejidos interradiales de las aletas, así como la 
presencia de úlceras en la piel en diferentes zonas del cuerpo (Failde 2013, 2014).  
El objetivo de este estudio fue valorar el efecto de la infección por T. maritimum sobre 
el hematocrito y algunos parámetros de la respuesta inmune innata humoral y celular con el 
fin de establecer marcadores de infección. Para ello, se evaluaron algunos parámetros 
hematológicos y del sistema inmune innato humoral y celular. 
El análisis de parámetros hematológicos constituye una herramienta importante para el 
diagnóstico y puede revelar el estado de salud de los peces (Blaxhall, 1972; Rehulka, 2002; 
Martins y col. 2004). Estudios previos han demostrado que, al igual que ocurre en animales 
homeotermos, los parámetros hematológicos de los peces pueden variar como consecuencia 
del estrés, tratamientos e infecciones (Rehulka, 2002). Aunque en el presente estudio no se 
observaron diferencias significativas en el hematocrito entre peces infectados y control, los 
valores hematocrito de la sangre de los peces infectados fueron siempre inferiores a los de los 
peces control. En estudios previos nuestro grupo ha obtenido resultados similares utilizando 
ejemplares de rodaballo de menor tamaño (Failde y col., 2014). Estos resultados concuerdan 
con los descritos para tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) infectada con Enterococcus sp. 
(Martins y col., 2008) y Streptococcus iniae (Chen y col., 2004), salmón coho (Oncorhynchus 
kisutch) infectado con Vibrio anguillarum (Harbell y col., 1979), carpa dorada (Carassius 
aurata) y carpa común (Cyprinus carpio) infectadas con Aeromonas spp. (Brenden and 
Huizinga, 1986; Harikrishnan y col., 2003), en los que la reducción del hematocrito se asocia 
con la anemia producida por las hemorragias o por la destrucción de eritrocitos debido a la 
acción de las hemolisinas bacterianas. 
 En cuanto a las poblaciones celulares, se han descrito cambios en la distribución de  
leucocitos después de la infección con patógenos o tras la vacunación de los peces (Afonso y 
col, 1998; Ellis, 200;  Chin y col. en 2005). Los granulocitos generalmente se consideran 
células efectoras de la respuesta inmune innata (Secombes, 1994), mientras que los monocitos 
y los linfocitos que también funcionan de forma no específica son importantes como células 
accesorias para iniciar la respuesta inmune adaptativa (Clem y col., 1985; Van Muiswinkel 
1995; Pathiratne y Rajapakshe, 1998). En el presente estudio se han observado cambios en la 
proporción de granulocitos y linfocitos en riñón cefálico tras la infección con T. maritimum, 
lo que sugiere que la bacteria es capaz de provocar una activación de la inmunidad  innata. La 
reducción  inicial de los granulocitos renales podría deberse a la liberación de estos al torrente 
sanguíneo para su desplazamiento al sitio de inflamación. Dado que el sitio principal de 
eliminación de patógenos bacterianos suele ser los órganos y tejidos y no la sangre de los 
peces (Afonso y col, 1998; Ellis, 200;  Chin y col. en 2005), el incremento del porcentaje de 
granulocitos a partir de las 168 h post-infección sugiere que los granulocitos migran de la 
sangre a los tejidos para protegerlos  
La lisozima es una enzima producida por leucocitos, especialmente monocitos, 
macrófagos y neutrófilos. La lisozima es una molécula de defensa del sistema inmunológico 
innato, que desempeña un importante papel en la protección contra la invasión microbiana 




deficiencia en lisozima se asocia a un aumento de la propensión a las infecciones. En el 
presente estudio se observó que la actividad lisozima de los sueros de peces infectados con la  
dosis baja (DB) de T. maritimum, se incrementaba con respecto a los valores observados en el 
suero de peces control en las primeras horas post-infección y retornaba a valores similares a 
los observados en peces no infectados a partir de las 6h post-infección. La existencia de un 
único incremento en los peces infectados con la DB podría indicar que la actividad lisozima 
ha sido capaz de controlar la infección, hecho que concuerda con la ausencia de mortalidad en 
este grupo de peces, así como con la incapacidad para recuperar la bacteria o para detectarla 
mediante PCR a partir de órganos internos. En los sueros de peces infectados con la dosis alta 
(DA) de T. maritimum se detectó la existencia de dos incrementos de actividad lisozima (a las 
6h y 48h post-infección) con respecto a los valores observados en el grupo control, debido 
posiblemente a la incapacidad de los granulocitos de controlar la infección con el primer 
incremento. La imposibilidad de recuperar T. maritimum de los peces supervivientes a partir 
de las 72h post-infección confirman la importancia de la lisozima en el control de las 
infecciones causada por esta bacteria. Estos resultados concuerdan con estudios previos en los 
cuales la administración de bacterinas, e inmunostimulantes, (Santarém, 1997) bacterias y 
productos extracelulares bacterianos (ECPs) producían un incremento de la actividad lisozima 
del suero de trucha arcoiris (Ackerman y col. 2000, Skov y col., 2012), tilapia del Nilo (Chen 
y col., 1998) y carpas infectadas con Aeromonas punctata (Siwicki y Studnicka, 1987), así 
como en salmón atlántico infectado experimentalmente con A. salmonicida (Moyner y col. 
1993) o rodaballo infectado por Vibrio pelagius o Mycobacterium spp (Chen y col., 1998; 
Villamil y col., 2003).   
En el presente estudio, las muestras de suero de rodaballos infectados con T. 
maritimum presentaron una capacidad bactericida y una actividad alternativa de la ruta del 
complemento similares a las descritas en ésta y en otras especies de peces tratados con 
antígenos bacterianos o protozoos ciliados (Ackerman y col., 2000; Sitjà-Bobadilla y col., 
2003, 2008). Los resultados también indican que las actividades bactericidas y de la vía 
alternativa del complemento del suero varían con el tiempo. Así, 6h post-infección la 
actividad bactericida del suero de peces inoculados con la cepa de T. maritimum 
experimentaba un incremento no significativo con respecto a los valores observados en peces 
control mientras que la actividad de la vía alternativa del complemento disminuía durante este 
mismo período, retornando ambas actividades a valores similares a los de peces control a 
partir de las 24h. Estos resultados concuerdan con los descritos por Mabrok y col (2016) en 
lenguado senegalés y sugieren que T. maritimum ha desarrollado estrategias para inhibir o 
eluir dicha respuesta.  
El principal componente de la inmunidad innata celular lo constituyen los macrófagos, 
que aparecen de manera temprana en las inflamaciones y en muchos casos sirven de vehículo 
a los patógenos para llegar a diferentes órganos y evitar ser destruidos por el sistema inmune 
(Penagos,, 2009, Pulido, 2004). En el presente estudio se ha evaluado la actividad estallido 
respiratorio de macrófagos obtenidos de rodaballos infectados con T. maritimum y de peces 
control con el fin de evaluar su papel frente a la infección por este patógeno. Los resultados 
obtenidos demostraron que los macrófagos de peces infectados con T. maritimum muestran 
índices de estimulación (IE) similares o inferiores a los observados en peces control a lo largo 
de todo el período analizado, lo cual sugiere que estos microorganismos podrían tener 
capacidad para sobrevivir en el interior de los macrófagos inhibiendo el estallido oxidativo. 
La capacidad de supervivencia en el interior de los macrófagos ha sido ya descrita en otras 
patógenas de peces como Renibacterium salmoninarum (Campos-Pérez y col., 1997) y 




y col., 2001). Futuros estudios deberán centrarse en el esclarecimiento de los mecanismos 
utilizados por T. maritimum para evadir la fagocitosis o para adaptarse a la vida intracelular y 
sobrevivir a la acción de los compuestos tóxicos liberados por los fagocitos durante el 












6. EFICACIA DE LA 
IMMUNIZACIÓN: FACTORES 
INHERENTES A LA VACUNA  
 
 
6.1.- Materiales y Métodos  
6.1.1.- Vacunas y vías de administración 
 
Se han utilizado vacunas comerciales frente a la vibriosis, furunculosis y 
tenacibaculosis y vacunas en fase experimental frente a la tenacibaculosis. Las cepas 
bacterianas utilzadas en la preparación de las vacunas y en las infecciones experimentales se 
recogen en la Tabla 31. 
 
Tabla 25.- Cepas utilizadas en el presente estudio 
 
Especie Cepa Serotipo 
Tenacibaculum maritimum LPV1.7 O2 
T. maritimum LL01.8.3.8 O1 
T. maritimum LO2-12.2.2 O1 
T. maritimum CO2 11.2.1 O3 
A. salmonicida subsp. salmonicida IAs06.1 --- 
A. salmonicida subsp.salmonicida TO 96.1 --- 
Vibrio anguillarum R82 O1 
V. anguillarum RG111 O2 
 
6.1.1.1.- - Preparación de vacunas experimentales 
Las vacunas monovalentes TM-1, compuesta por células bacterianas completas 
inactivadas de la cepa LL01 8.3.8 (serotipo O1) de T. maritimum y FM-95, compuesta por 
células bacterianas completas inactivadas de la cepa LPV 1.7 (serotipo O2) de T. maritimum y 
la vacuna trivalente TM-3, compuesta por células bacterianas completas inactivadas de las 
cepas LL02 12.2.2 (serotipo O1), LPV 1.7 (serotipo O2) y C02 11.2.1 (serotipo O3), se 
prepararon en el Departamento de Microbiología y Parasitología, Facultad de Biología, 
Universidad de Santiago de Compostela, siguiendo la metodología descrita por Santos y col. 
(1991) (Tabla 32). Para ello, cultivos en fase logarítmica de las cepas de T. maritimum, se 
inocularon en matraces de 2L de capacidad que contenían 1,5L de caldo FMM y se incubaron 
durante 48 horas a 25ºC con agitación (100 rpm). Finalizado el período de incubación, los 
cultivos se inactivaron por adición de formaldehido a una concentración final de 0,3% (v/v) y 
se mantuvieron en agitación durante 3 horas a temperatura ambiente y durante 24h a 4ºC. 
Previamente a la inactivación se tomó una muestra de la suspensión bacteriana para 
determinar el número de células viables y la pureza del cultivo.  
Las vacunas monovalentes TM-1, FM-95 y la vacuna trivalente TM-3 [mezcla de 
vacunas monovalentes LL02 12.2.2 (serotipo O1), LPV 1.7 (serotipo O2) y C02 11.2.1 
(serotipo O3) en proporción 1:1:1 ], se ajustaron a una concentración final de 1x109 céls/ml, 
utilizando FMM caldo con un 0,3% (v/v) de formaldehido como diluyente.  




Farmacopea Británica. Para ello se inocularon 500 μl de las suspensiones bacterianas 
inactivadas en tubos que contenían 10 ml de Caldo FMM o caldo tioglicolato (CT, Oxoid). 
Transcurridos 7 días de incubación a 25°C para el medio Caldo FMM y a 37°C para el medio 
CT, se realizaron subcultivos en medio sólido e incubando durante 5 días a las temperaturas 
indicadas anteriormente. La ausencia de crecimiento en los medios Agar FMM y CT se 
interpretó como la ausencia de bacterias viables en las vacunas.   
La inocuidad de las vacunas se comprobó siguiendo los procedimientos descritos en 
las monografías publicadas por la Comisión de la Farmacopea Europea para las vacunas anti-
furunculosis y anti-vibriosis para peces salmónidos (Ph Eur. 2013 y 2015) así como la actual 
normativa europea para ensayos de seguridad y eficacia (Woodland; 2011; Adams, 2016). 
Con este fin, las vacunas se inocularon en dosis doble (0,2 ml) a la recomendada para uso en 
la especie de pez de destino. Los peces se examinaron durante un período de 21 días y sólo se 
consideró inocua la vacuna cuando no se observaron signos de lesión durante el período de 
ensayo. Para este análisis se utilizaron los criterios de valoración de Speilberg recogidos en la 




6.1.1.2.- Vacunas comerciales 
 Se utilizaron las vacunas comerciales monovalentes Icthiovac-Tm (anti-T. 
maritimum), Icthiovac-Vr (anti-V. anguillarum) y AVAC PEC Aeromonas (anti-A. 
salmonicida) y polivalentes AVAC PEC FM-95-GAVA-3 (anti-T. maritimum-V. 
anguillarum) y AVAC PEC FM-95-Aeromonas (anti-T. maritimum-A.salmonicida), 
diseñadas por nuestro grupo de investigación y licenciadas por la USC a Laboratorios HIPRA 
S.A. para su comercialización. La composición antigénica de estas vacunas se muestra en la 
Tabla 32. 
6.1.1.3.-.Inmunización de los peces 
 Para la realización de los estudios se utilizaron ejemplares sanos de rodaballo y 
lenguado provenientes de acuicultura. El centro y proyecto de experimentación autorizados, 
persona responsable de la realización de los ensayos, normativa vigente en la materia, así 
como las condiciones experimentales y de mantenimiento de los peces fueron las descritas en 















Tabla 26.- Vacunas utilizadas en el presente estudio 
 
Enfermedad Vacunas comerciales Composición antigénica 
(Serotipo) 
 Monovalentes  
   
Tenacibaculosis Icthiovac-Tm T.maritimum LPV1.7 (O2) 
   
Vibriosis Icthiovac-Vr V. amguillarum R82 (O1) 
V. amguillarum RG111 (O2α) 
V. amguillarum RV22 (O2β)  
   
Furunculosis AVAC PEC Aeromonas A. salmonicida IAs 06.1 
 Polivalentes  
   
Tenacibaculosis/Furunculosis AVAC PEC Aeromonas/FM-95 A.salmonicida IAs 06.1, 
T.maritimum LPV1.7( O2) 
   
Tenacibaculosis/Vibriosis AVAC PEC FM-95/GAVA-3 T.maritimum LPV1.7 (O2) 
V. amguillarum R82 (O1) 
V. amguillarum RG111 (O2α) V. 
amguillarum RV22 (O2β) 
Enfermedad Vacunas experimentales Composición antigénica 
(Serotipo) 
   
Tenacibaculosis FM-95 T. maritimum LPV1.7 (O2) 
   
Tenacibaculosis TM-1 T. maritimum LL01.8.3.8 (O1) 
   
Tenacibaculosis TM-3 T.maritimum LL02 12.2.2(O1) 
T.maritimum LPV 1.7 (O2) 
T.maritimum C02 11.2.1 (O3) 
 
 
 Las vacunas se administraron por inyección e inmersión o baño corto: 
 
Inyección: Los peces se anestesiaron con MS222 (100 mg/l) y se inmunizaron mediante 
inyección de 0,1 ó 0,2 ml (aproximadamente 108 UFC/pez) de la vacuna, en el seno dorsal 
medio, la cavidad celómica o por vía intramuscular. Como control se utilizaron peces 
inyectados por la misma vía con 0,1 de solución salina estéril con formaldehido al 0,3% (v/v). 
 
Inmersión: Los peces se inmunizaron mediante baño corto durante 1 minuto en la vacuna 
diluída 1:10 en agua de mar. Transcurrido ese tiempo los peces se transfirieron de nuevo a los 
tanques de mantenimiento. Transcurridos 30 días desde la primera inmunización, se 
administró una dosis de recuerdo. Los peces control fueron manipulados de la misma manera, 
pero utilizando sólo agua de mar en la inmersión. 
 
 6.1.2.- Evaluación de la eficacia de las vacunas: ensayos in vivo e in vitro 
 
 6.1.2.1.- Infecciones experimentales 
 La eficacia de las vacunas se determinó mediante infección experimental y cálculo del 
Porcentaje Relativo de Supervivencia (RPS, Amend, 1981), siguiendo los procedimientos 
descritos en las monografías publicadas por la Comisión de la Farmacopea Europea para las 
vacunas anti-furunculosis y anti-vibriosis para peces salmónidos (Ph Eur. 2013 y 2015) así 




Adams, 2016). Las infecciones experimentales se realizaron con las cepas IAs 06.1 de A. 
salmonicida, R-82 (serotipo O1) y RG-111 (serotipo O2) de V. anguillarum y LL01 8.3.8 
(serotipo O1), LL02 12.2.2 (serotipo O1), LPV 1.7 (serotipo O2) y C02 11.2.1 (serotipo O3) 
de T. maritimum, siguiendo la metodología descrita en el apartado 3.1.4. Para la 
determinación de la eficacia de las vacunas, las suspensiones de las cepas bacterianas se 
inocularon en los grupos de peces control y vacunados, Los peces infectados 
experimentalmente se examinaron durante un período de 21 días, retirándose diariamente los 
peces muertos para su análisis mediante los métodos microbiológicos y/o moleculares 
descritos en el apartado 3.1.2.  




 6.1.2.2- Efecto de la vacunación sobre la actividad respiratoria  
 El efecto de la inmunización sobre la actividad estallido respiratorio de los 
granulocitos se determinó siguiendo la metodología descrita en el apartado 4.1.3.4. Se 
utilizaron 10 peces de cada grupo en cada uno de los ensayos. Los resultados se expresaron 
mediante el índice de estimulación (IE)  calculado según la siguiente fórmula: 
 
𝐼𝐼𝐼𝐼 =
GMFI de leucocitos estimulados
GMFI de leucocitos no estimulados
 
 
 Donde GMFI representa la media geométrica de la intensidad de fluorescencia. El 
valor se expresó como la media ± Error Estándar (EE). 
 
 6.1.2.3.- Efecto de la vacunación sobre la  respuesta inmune humoral  
 La respuesta inmune humoral específica se determinó valorando los niveles de 
anticuerpos específicos en el suero de peces inmunizados y control, utilizando un 
inmunoensayo enzimático (ELISA) indirecto (Estévez y col., 1994; Santos y col. 2005). Las 
muestras de suero de peces (vacunados y control), el anticuerpo secundario anti 
inmunoglobulina de rodaballo obtenido en ratón (monoclonal UR3) y el anticuerpo terciario 
(anti Ig de ratón conjugado con peroxidasa) se utilizaron a una dilución 1:10, 1:2000 y 
1:1000, respectivamente. La Densidad Óptica a 492 nm (DO492) se determinó en un lector de 
microplacas (titertek Multiscan plus, Labsystems, Helsinki, Finlandia). Los resultados se 
expresaron como la media de los valores de la DO492 ± error estandar (EE).  
 La respuesta inmune innata se valoró mediante el análisis de la actividad lisozima 
según el procedimiento descrito en el apartado 4.1.2.2. 
 
 6.1.3.- Efecto del lote y tiempo postproducción de la vacuna 
 
 En este estudio se pretende evaluar si el lote de fabricación y el tiempo transcurrido 
desde la producción de la vacuna FM-95 influyen en el grado y duración de la protección 




evaluaron tres lotes de la vacuna FM-95 (Lotes 1, 2, y 3), producidos en las condiciones de 
cultivo descritas en el apartado 6.1.1.1 (Tabla 32). Los experimentos realizados para 
determinar el efecto del lote y tiempo postproducción en la eficacia de la vacunación 
(Experimento 1) y el efecto del lote de vacuna en la duración de la protección (experimento 2) 
se muestran en la Tabla 33: 
 
Experimento 1. Efecto del lote y tiempo postproducción en la eficacia de las vacunas. 
Transcurridos 0, 9, 12, 18, 24 y 27 meses tras la producción de los lotes 1,2 y 3 de la vacuna 
FM-95 se realizaron ensayos de eficacia. En cada período (0, 9, 12, 18, 24 y 27) se 
inmunizaron rodaballos mediante inyección en la cavidad celómica (0,1 ml de la vacuna) con 
los diferentes lotes de vacuna. Para cada uno de los lotes de vacuna y período post-producción 
de la vacuna ensayados se emplearon 50 rodaballos de 30 gramos vacunados y un número 
igual de peces control a los que se les administró solución salina estéril en lugar de la vacuna 
(Tabla 33).   
 
Experimento 2. Efecto del lote de producción de la vacuna en la duración de la 
inmunidad. Los peces se inmunizaron con cada uno de los tres lotes de la vacuna FM-95 
mediante inyección en la cavidad celómica de 0.1 ml de la vacuna, para ello se utilizaron 80 
rodaballos de 30 g para cada lote de vacuna (Tabla 33).  
La eficacia de la inmunización se evaluó mediante infección experimental, según lo 
descrito en el apartado 6.1.2.1, a los 28 días (Experimento 1) y a los 6 meses post-vacunación 
(Experimento 2), utilizando 50 peces de cada grupo vacunado y 50 peces control (inyectados 
con solución salina estéril) y las suspensiones bacterianas de la cepa de T. maritimum LPV 
1.7 ajustadas a una concentración de 109 UFC/ml. 
En los peces del experimento 2 se determinó también el efecto de la inmunización 
sobre la actividad estallido respiratorio de los granulocitos (ver apartado 6.1.2.2) transcurridos 
45 y 180 días post inmunización y sobre la respuesta inmune humoral específica (ver apartado 
6.1.2.3) transcurridos 30 días post vacunación. Para estos ensayos se utilizaron 10 peces de 
cada grupo inmunizado y el mismo número de peces del grupo control.  
 
 6.1.4.-Efecto de la composición antigénica de la vacuna 
 
 En este estudio se ha evaluado influencia de la composición antigénica en la eficacia 
de la vacuna frente a T. maritimum, A. salmonicida y V. anguillarum. Con este fin se 
evaluaron vacunas anti- tenacibaculosis marina (vacunas FM-95, TM-1 y TM-3) que 
contenían antígenos de cepas de T. maritimum de diferente serotipo o aisladas de diferentes 
especies de pez y vacunas polivalentes que contenían antígenos de cepas de T. maritimum y 
A. salmonicida (AVAC PEC Aeromonas/FM-95) o de T. maritimum y V. anguillarum 
(AVAC PEC FM-95/GAVA-3). Los peces se inmunizaron mediante inyección en la cavidad 
celómica de 0.1 ml de la vacuna. Como control se utilizaron peces inyectados con 0,1 ml de 
solución salina estéril. 
 Los experimentos 3 al 6, realizados para determinar el efecto de la composición 
antigénica en el grado de protección y la respuesta inmune desarrollada por los peces, quedan 
recogidos en las Tablas 34 y 35 y se describen a continuación: 
 
 Experimento 3. Las vacunas mono y trivalentes anti-tenacibaculosis marina se 





 Ensayos de laboratorio: Se utilizaron un total de 180 rodaballos (peso medio de 30 g) 
distribuidos en tres grupos de 60 ejemplares cada uno. Los grupos 1 y 2 se inmunizaron con 
0,1 ml de las vacunas FM-95 (antígenos del serotipo O2) y TM-3 (serotipos O1, O2 y O3), 
respectivamente (Tabla 34). El tercer grupo de peces (peces control) se inyectaron con 0,1 ml 
de PBS. La eficacia de la vacunación se evaluó a los 28 días post-vacunación mediante 
infección experimental, utilizando 50 peces inmunizados con cada una de las vacunas y 50 
peces control. Para la infección se utilizó una mezcla de las cepas L02 12.2.2 (serotipo O1), 
LPV 1.7 (serotipo O2) y C02 11.2.1 (serotipo O3) ajustada a una concentración de 109 
UFC/ml con solución salina.  
En este ensayo se determinó además el efecto de la inmunización sobre la actividad 
estallido respiratorio de los macrófagos, transcurridos 60 días post inmunización, utilizando 
10 peces de cada grupo en estudio. 
Pruebas de campo: Se realizaron en una planta de cultivo de rodaballo con una alta 
incidencia de tenacibaculosis durante los últimos años. Se vacunaron 29.000 rodaballos con la 
vacuna FM-95 y 21.500 rodaballos con la vacuna TM-3. La eficacia de la inmunización se 
evaluó mediante el registro de mortalidades causadas por la tenacibaculosis marina en las 
poblaciones de peces vacunados con las vacunas FM-95 y TM-3 y en la población de peces 
control (25.000 peces inyectados con solución salina estéril). Con este fin, se tomaron 
muestras de los peces muertos o con signos de tenacibaculosis presentes en los tanques de 
experimentación y se sometieron a análisis bacteriológico. Para confirmar el diagnóstico, los 
microrganismos aislados se identificaron utilizando métodos microbiológicos convencionales, 
API ZYM y métodos serológicos y moleculares. 
 
Experimento 4. Las vacunas monovalentes anti-tenacibaculosis marina se evaluaron en 
lenguado en condiciones de laboratorio (ensayos in vivo e in vitro). 
Se vacunaron un total de 110 lenguados, con un peso medio de 5,5 g, mediante 
inyección subcutánea en el seno dorsal medio (SDM) con la vacuna TM-1 (elaborada con la 
cepa LL01 8.3.8 del serotipo O1, aislada de lenguado) y el mismo número de peces con la 
vacuna FM-95 (elaborada con la cepa LPV 1.7 del serotipo O2, aislada de rodaballo). A los 
lenguados del grupo control (120 ejemplares) se les administró solución salina estéril 
mediante inyección subcutánea en SDM.  
La eficacia de las vacunas se evaluó a los 45 y 62 días post-vacunación mediante 
infección experimental, utilizando 50 peces inmunizados con cada una de las vacunas, 50 
peces control y una suspensión en solución salina de la cepa LL01 8.3.8 ajustada a una 
concentración de 109 UFC/ml (Tabla 34). 
El efecto de la inmunización sobre la actividad estallido respiratorio de los macrófagos 
se evaluó transcurridos 62 días post inmunización, utilizando 10 peces de cada grupo 
experimental. 
 
Experimento 5. Las vacunas monovalentes y bivalentes anti-tenacibaculosis marina y 
anti-furunculosis se evaluaron en rodaballo en condiciones de laboratorio (ensayos in vivo e in 
vitro).   
En este ensayo se utilizaron un total de 3000 rodaballos (peso medio de 13,5±2,1 g), 
para cada uno de los grupos vacunados y el mismo número de peces para el grupo control. 
Los peces se vacunaron mediante inyección intracelómica de 0,1 ml de las vacunas 





Tabla 27.-  Efecto del lote y tiempo post-producción de la vacuna en la eficacia y duración de inmunidad 



















Experimento 1: Efecto del lote y tiempo post-producción en  la eficacia de las vacunas 
FM-95 Lote 1 
0 meses 50 
T.maritimum 
(LPV 1.7) 0.1 ml 28 días 
Control* 50 
9 meses 50 
Control 50 
12 meses 50 
Control 50 
18 meses 50 
Control 50 
24 meses 50 
Control 50 
27 meses 50    
Control 50    
       
FM-95 Lote 2 
0 meses 50 
T.maritimum 
(LPV 1.7) 0.1 ml 28 días  
Control 50 
9 meses 50 
Control 50 
12 meses 50 
Control 50 
18 meses 50 
Control 50 
24 meses 50 
Control 50 
27 meses 50    
Control 50    
       
FM-95 Lote 3 
0 meses 50 
T.maritimum 
(LPV 1.7) 0.1 ml 28 días 
Control 50 
9 meses 50 
Control 50 
12 meses 50 
Control 50 
18 meses 50 
Control 50 
24 meses 50 
Control 50 
27 meses 50    
Control 50    
 
Experimento 2: Efecto del lote de producción de la vacuna en la duración de la inmunidad 
 
FM-95 
Lote 1 0 meses 50 
T.maritimum 
(LPV 1.7) 
 6 meses 
Lote 2 0 meses 50 0.1 ml 6 meses 
Lote 3 0 meses 50  6 meses 





(G2, vacuna monovalente), AVAC PEC Aeromonas (G3, vacuna monovalente adyuvantada), 
e Icthiovac-Tm y vacuna AVAC PEC Aeromona (G4, vacunas monovalentes administradas 
consecutivamente con un mes de intervalo)  o se inyectaron con 0, 1ml de solución salina 
estéril (grupo G5). Los peces se mantuvieron en la granja de cultivo hasta su traslado al 
animalario de la Facultad de Biología para la realización de los retos infecciosos (ensayos in 
vivo) y la toma de muestras para el estudio de la respuesta inmune celular mediante análisis 
del estallido respiratorio de los macrófagos (ensayos in vitro). 
La eficacia de la inmunización se evaluó a los 15, 50 y 75 días post-vacunación 
mediante infección experimental. Se utilizaron 50 peces inmunizados con cada una de las 
vacunas y 50 peces control para la infección experimental con la cepa LPV1.7 de T. 
maritimum y el mismo número de peces vacunados y control para la infección con  la cepa 
IAs06.1 de A. salmonicida ajustadas a una concentración de 109 UFC/ml (Tabla 35).  
El efecto de la inmunización sobre la actividad estallido respiratorio de los macrófagos 
se evaluó transcurridos 15 y 50 días post inmunización utilizando 10 peces para cada grupo. 
Además, se evaluó la actividad lisozima (apartado 6.1.2.3) para los grupos de peces G1, G2, 
G3 y G4 trascurridos 30 y 50 días tras la inmunización. 
Experimento 6. Las vacunas monovalentes (Icthiovac-Tm y Icthiovac-Vr) y bivalentes 
anti-tenacibaculosis marina y anti-V. anguillarum (AVAC PEC FM-95/GAVA-3) se 
evaluaron en rodaballo en condiciones de laboratorio (ensayos in vivo e in vitro).   
En este ensayo se utilizaron un total de 480 rodaballos (peso medio de 13,5±2,1 g), 
distribuidos en tres grupos (120 peces cada uno) inmunizados por vía celómica con 0,1 ml de 
las vacunas Icthiovac-Tm (G1), Icthiovac-Vr (G2), AVAC PEC FM-95/GAVA-3 (G3) y el 
grupo control (120 peces), inyectados con 0,1 ml de solución salina estéril (Tabla 36).  
La eficacia de la inmunización se evaluó a los 28 días post-vacunación mediante 
infección experimental, utilizando 50 peces inmunizados con cada una de las vacunas y 50 
peces control para cada una de las suspensiones bacterianas utilizadas en el reto infeccioso. 
En la infección se utilizaron suspensiones de la cepa LPV1.7 de T. maritimum y una mezcla 
de las cepas R82 y RG111 de V. anguillarum ajustadas a una concentración de 109 UFC/ml 
(Tabla 36). El efecto de la inmunización sobre la respuesta inmune humoral específica se 
determinó mediante ELISA, utilizando los sueros de los peces vacunados con las vacunas 





Tabla 28.- Efecto de la composición antigénica (Experimentos 3 y 4). 
Experimento 3: Evaluación de la eficacia de vacunas mono y trivalentes anti-tenacibaculosis marina en 
rodaballo 
Ensayo de laboratorio: ensayos in vivo 












Vacuna FM-95 (O2) 
 
 
T. maritimum LO2-12.2.2 
(O1) 
LPV 1.7 (O2) 
CO2 11.2.1 (O3) 
0.1 ml 28 días 
50 
Vacuna TM-3 (O1,O2,O3) 50 
Control 50 
Ensayo de laboratorio: ensayos in vitro 
Vacuna FM-95 (O2) 10 Determinación de la actividad respiratoria de los macrófagos 
a los 45 y 180 días post-vacunación Vacuna TM-3 (O1,O2,O3) 10 
Control 10    
Estudios de campo 
Tratamiento Nº Peces Registro de mortalidad y diagnóstico microbiológico 
Vacuna FM-95 (O2) 29000 *Análisis microbiológico convencional 
*API ZYM 
*Métodos serológicos 
*Métodos moleculares (PCR) 
Vacuna TM-3 (O1,O2,O3) 21500 
Control 25000 
Experimento 4: Evaluación de la eficacia de vacunas monovalentes anti-tenacibaculosis marina en lenguado. 
Ensayo in vivo 





Vacuna TM-1 (O1) 100 
cepa LL01 8.3.8 0.1 ml 45 y 62 días Vacuna FM-95(O2) 100 
Control 100 
Ensayo in vitro 
VacunaTM-1 (O1) 10  
Determinación de la actividad respiratoria de los 
macrófagos 62 días post-vacunación 





















 Primera dosis Segunda dosisº   
G1/3000 AVAC PEC 
Aeromonas/FM-95 
- T. maritimum (LPV1.7) 15 días 
  A. salmonicida (IAs06.1) 
 
15 días 
  T. maritimum (LPV1.7) 50 días 
   A. salmonicida (IAs06.1) 50 días 
   T. maritimum (LPV1.7) 75 días 
   A. salmonicida (IAs06.1) 
 
75 días 
 G2/3000 Icthiovac-Tm - T. maritimum (LPV1.7) 15 días 
   T. maritimum (LPV1.7) 50 días 
   T. maritimum (LPV1.7) 75 días 
G3/3000 AVAC PEC Aeromonas - A. salmonicida (IAs06.1) 
 
15 días 
   A. salmonicida (IAs06.1) 50 días 
   A. salmonicida (IAs06.1) 75 días 
G4/3000 Icthiovac-Tm AVAC PEC 
Aeromonas 
T. maritimum (LPV1.7) 15 días 
  A. salmonicida (IAs06.1) 15 días 
   T. maritimum (LPV1.7) 50 días 
   A. salmonicida (IAs06.1) 50 días 
   T. maritimum (LPV1.7) 75 días 
   A. salmonicida (IAs06.1) 75 días 
G5/3000 Controlb - T. maritimum (LPV1.7) 15 días 
   A. salmonicida (IAs06.1) 15 días 
   T. maritimum (LPV1.7) 50 días 
   A. salmonicida (IAs06.1) 50 días 
   T. maritimum (LPV1.7) 75 días 
   A. salmonicida (IAs06.1) 75 días 
Como control se utilizaron peces inyectados con solución salina estéril. 
    

















Icthiovac-Tm 70 T.maritimum (LPV 1.7) 
0.1 ml 28 días 
Icthiovac-Vr 70 V. anguillarum (R82+RG111 
FM-95/ GAVA3 70 T.maritimum (LPV 1.7) 
 70 V. anguillarum (R82+RG111) 
Control* 70 T.maritimum (LPV 1.7) 
 70 V. anguillarum (R82+RG111) 
Como control se utilizaron peces inyectados con solución salina estéril. 
 
6.1.5.- Análisis estadístico  
  
Para determinar si existen diferencias significativas en los niveles de supervivencia 
entre los peces vacunados y los peces control inyectados con solución salina estéril (peces no 
inmunizados) se realizó un test de chi-cuadrado usando un nivel de significación de p≤0,05. 
Los resultados de la actividad respiratoria de los granulocitos, la actividad lisozima del 
suero y los niveles de anticuerpos de los peces control y vacunados se expresaron como la 




una vía y el test de Bonferroni, utilizando el modelo de U de Mann-Whitney para comprobar 
la heterogeneidad de dos muestras ordinales. Los análisis se realizaron utilizando el programa 
IBM SPSS Staistics 22 y se consideró un nivel de confianza del 95% (p≤0,05). 
 
6.2.- Resultados  
 6.2.1.- Efecto de parámetros de producción de la vacuna en la eficacia  
 
 En este estudio se han analizado la influencia del lote de producción y de la 
composición antigénica de la vacuna en el desarrollo y/o duración de la respuesta inmune 
protectora en rodaballo y lenguado. 
 Los resultados de los ensayos del efecto del lote (Lotes 1,2 y 3) y tiempo 
postproducción de la vacuna (0 a 27 meses) en la protección de los peces frente a la 
tenacibaculosis se muestran en la Tabla 37. Aunque en todos los experimentos la mortalidad 
del grupo control fue inferior al 60% recomendado en las directrices de la Agencia Europea 
del Medicamento, el porcentaje de mortalidad de los peces vacunados con la vacuna FM-95 
fue siempre significativamente inferior al de los peces control no inmunizados (p <0,05), 
(Tabla 37). Los valores de RPS para los peces vacunados con la vacuna FM-95 (Lotes 1, 2 y 
3) a los 0, 9, 12, 18, 24 y 27 meses postproducción oscilaron entre 80 y 100% (Tabla 37). 
En los sistemas de producción intensiva de peces, además de determinar los niveles de 
protección alcanzados tras la vacunación, es necesario conocer la duración de dicha 
protección ya que va a determinar la necesidad de tener que administrar o no una dosis de 
recuerdo de la vacuna. Por ello, en este estudio se evaluó la eficacia de la vacuna FM-95 
(Lotes 1, 2 y 3) transcurridos 6 meses desde la inmunización de los rodaballos (Experimento 
2). Los resultados de la infección experimental (Tabla 38) demostraron que el porcentaje de 
mortalidad en el grupo de peces control fue del 62%, valor significativamente (p≤0,05) 
superior al observado en los peces vacunados con los lotes 1 (con una mortalidad acumulada 
del 19%), 2 (con una mortalidad acumulada del 20%) y 3 (con una mortalidad acumulada del 
11%) de la vacuna FM-95. Los porcentajes relativos de supervivencia en los peces vacunados 
con los lotes 1, 2 y 3 de la vacuna acuosa FM-95 transcurridos seis meses desde la 
inmunización fueron de 69, 68 y 82%, respectivamente (Tabla 38).   
Los resultados del ensayo de determinación de los niveles de anticuerpos transcurridos 
30 días desde la vacunación con la vacuna FM-95 se muestran en la Figura 42. Los sueros de 
los peces inmunizados con los tres lotes de la vacuna (Lotes 1, 2 y 3) mostraron niveles de 
anticuerpos similares entre sí (rango de DO492 entre 0,36±0,004 y 0,40±0,015) y superiores a 
los observados en peces control (DO492 0,31±0,020). 
En el experimento 2 se evaluó también el efecto de la vacunación sobre la respuesta 
inmune celular del rodaballo, analizada mediante el estudio de la actividad estallido 
respiratorio de los granulocitos renales en peces vacunados y control. Los resultados 
obtenidos demostraron que, 45 días después la inmunización, los granulocitos de los peces 
vacunados mostraban una actividad respiratoria, expresada como Índice de estimulación (IE), 
entre 5 a 8 veces superior a la observada en los granulocitos de los peces control (Tabla 39). 
Sin embargo, 180 días después de la inmunización los valores de IE observados en los 
granulocitos de peces control y vacunados eran similares. En el presente estudio, no se han 
observado diferencias significativas (p<0,05) en el IE en función del lote de vacuna utilizado, 






Tabla 31.- Efecto del lote de fabricación de la vacuna FM-95 en el grado de protección (Experimento 1) 
 
Vacuna FM-95  
Tiempo post-
produccción de la 
vacuna 
Nº Peces % de muertos RPS* 
Lote 1 
0 meses 50 0 100 
Control 50 50  
9 meses 50 10 80 
Control 50 50  
12 meses 50 1 98 
Control 50 50  
18 meses 50 5 90 
Control 50 50  
24 meses 50 8 81,4 
Control 50 43  
27 meses 50 2 95,7 
Control 50 47  
Lote 2 
0 meses 50 0 100 
Control 50 44  
9 meses 50 9 82 
Control 50 50  
12 meses 50 4 92 
Control 50 50  
18 meses 50 7 84,8 
Control 50 46  
24 meses 50 2 95,3 
Control 50 43  
27 meses 50 6 87,2 
Control 50 47  
Lote 3 
0 meses 50 2 95 
Control 50 45  
9 meses 50 7 80,5 
Control 50 36  
12 meses 50 6 87 
Control 50 45  
18 meses 50 5 87,8 
Control 50 41  
24 meses 50 6 87,5 
Control 50 48  
27 meses 50 5 86,7 
Control 50 45  
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Lote 2 50 20 68 
Lote 3 50 11 82 
Control 50 62 ---- 





Figura 42.- Niveles de anticuerpos en peces del grupo control y peces inmunizados con distintos lotes de 




Tabla 33.- Actividad respiratoria de los macrófagos de riñón anterior de rodaballos inmunizados con 




Nº de peces 
 
IE 
45 días post-vacunación 
Media±ES 
IE 
180 días post-vacunación 
Media±ES 
Lote 1 5 15,0±2,0 0,9±0,0 
Lote 2 5 18,0±2,0 5,0±2,0 
Lote 3 5 22,3±2,0 3,0±2,0 
Control 5 3,3±0,4 3,8±2,0 
Índice de estimulación (IE)= media geométrica de la intensidad de fluorescencia en leucocitos estimulados con 
PMA/media geométrica de la intensidad de fluorescencia en muestras no estimuladas.  El valor se expresa 





6.2.2.- Efecto de la composicón de las vacunas en la eficacia de la inmunización 
 
Otro de los factores que pueden afectar la eficacia de la inmunización es la composición 
antigénica de las vacunas. En este estudio se ha evaluado el efecto de la composición 
antigénica utilizando vacunas anti-tenacibaculosis marina elaboradas con una cepa de T. 
maritimum del serotipo O1 (vacuna FM-95) o con tres cepas de T. maritimum de los serotipos 
O1, O2 y O3 (vacuna TM-3). Los experimentos se realizaron a escala de laboratorio y en 
condiciones de campo (ver Tabla 34, Experimento 3 en materiales y métodos). 
Los resultados de las infecciones experimentales realizadas para determinar el efecto de 
la composición antigénica en la eficacia de las vacunas FM-95 y TM-3 se muestran en la 
Tabla 40. La mortalidad acumulada en el grupo de peces control, transcurridos 21 días desde 
el inicio de la infección experimental fue del 100%, valor significativamente (p≤0,05) 
superior al observado en los peces vacunados con la vacuna FM-95 (mortalidad acumulada = 
10%) y TM3 (mortalidad acumulada =11%). Ambas vacunas confieren al rodaballo niveles 
elevados de protección frente a la tenacibaculosis marina (RPS entre 89-90%) (Tabla 40). No 
existen diferencias significativas (p≤0,05) en el grado de protección alcanzado por los peces 
inmunizados con la vacuna monovalente FM-95 y la trivalente TM-3. Los resultados de las 
pruebas de campo con las vacunas FM-95 y TM-3 (registro de mortalidades específicas), 
realizadas en una planta de producción de rodaballo se muestran en la Tabla 41. Durante el 
período de tiempo analizado (180 días), se observaron niveles de mortalidad similares en los 
peces vacunados con las vacunas monovalente FM-95 (2,4%) y trivalente TM-3 (2,5%). La 
mortalidad en el grupo de peces no inmunizados (grupo control) fue del 10%. Se han 
observado diferencias significativas (p<0,05) en los niveles de supervivencia entre peces 
control y peces inmunizados con ambas vacunas. En todos los casos, el agente causal de las 
mortalidades fue identificado como T. maritimum por métodos microbiológicos y 
moleculares.  
 
Tabla 34.- Eficacia de las vacunas FM-95 y TM-3 evaluadas a escala de laboratorio (Experimento 3, infección 
experimental). 













Vacunados TM-3 50 30 11 89 
Control 50 30 100 
 
 




Tabla 35.- Eficacia de las vacunas FM-95 y TM-3 evaluadas en condiciones de campo (Experimento 3, registro 
de mortalidad). 
Grupo de peces Nª de peces Días post-vacunación %Mortalidad 
Vacunados 
FM-95 
29.000 180 2,4 
21500 180 2,5 




Con respecto al estudio de la actividad respiratoria de los leucocitos renales en 
rodaballos inmunizados con las vacunas FM-95 y TM-3, se ha observado que, 60 días después 
de la vacunación, los granulocitos del riñón anterior de los peces vacunados con las vacunas 
FM-95 y TM-3 no mostraban una actividad respiratoria (IE) significativamente superior 
(p≤0,05) a la observada en los peces control (Tabla 42). 
 
Tabla 36.- Actividad respiratoria de los granulocitos de riñón anterior de rodaballos inmunizados con las 
vacuna FM-95 y TM-3.  
 
Por otra parte, hemos analizado si las cepas de T. maritimum aisladas de lenguado y 
rodaballo presentaban antígenos con diferente potencial inmunogénico para ambas especies 
de peces y podían inducir, por ello, una respuesta inmune protectora distinta. Para esclarecer 
este aspecto se comparó el grado de protección frente a la tenacibaculosis marina alcanzado 
por lenguados inmunizados con las vacunas monovalentes FM-95 (elaborada con la cepa 
LPV1.7 del serotipo O2, aislada de rodaballo) y TM-1 (elaborada con la cepa LL01 8.3.8 del 
serotipo O1, aislada de lenguado) (Tabla 34, Experimento 4).  
Los resultados de los ensayos de eficacia con las vacunas FM-95 y TM-1 se muestran 
en la Tabla 43. Ambas vacunas confieren al lenguado niveles elevados de protección frente a 
la tenacibaculosis marina (RPS ≥88%). No se observaron diferencias significativas en el 
grado de protección conferido por ambas vacunas (p≤0,05).  
La Tabla 44 muestra la actividad respiratoria de los leucocitos de lenguados 
inmunizados con las vacunas FM-95 y TM-1 transcurridos 62 días desde la vacunación. No se 
encontraron diferencias significativas en los IE entre peces vacunados y control ni entre los 
peces vacunados con FM-95 y TM-1 (Tabla 44). 
 
Tabla 37.- Eficacia de las vacunas FM-95 y TM-1 en lenguado. 
 





















50 6 88 
Control 50 50 ---- 






Grupo de peces 
 




Vacunados con FM-95 10 6,5±1,6 
Vacunados con TM-3 10 7,4±2,3 
Control 10 5,3±1,6 
Índice de estimulación (IE)= media geométrica de la intensidad de fluorescencia en leucocitos estimulados con 
PMA/media geométrica de la intensidad de fluorescencia en muestras no estimuladas. El valor se expresa como 




Tabla 38.- Actividad respiratoria de los granulocitos de riñón anterior de lenguados inmunizados con las vacuna 
FM-95 y TM-1. 
 
 
También se ha evaluado el efecto de la eficacia de vacunas bivalentes frente a T. 
maritimum-Aeromonas salmonicida y frente a T. maritimum-V. anguillarum en comparación 
con las respectivas vacunas monovalentes anti-T. maritimum, anti-A. salmonicida y anti-V. 
anguillarum. 
Los resultados de los ensayos de evaluación de la eficacia de las vacunas mono y 
bivalentes frente a la tenacibaculosis y la furunculosis transcurridos 15, 50 y 75 días desde la 
inmunización se muestran en la Tabla 45. Los ensayos de eficacia realizados a los 15 días de 
la administración de la vacuna monovalente AVAC PEC Aeromonas y de la vacuna bivalente 
AVAC PEC Aeromonas/FM-95, demostraron la existencia de niveles elevados de protección 
frente a A. salmonicida con valores de RPS de 77% y 63,5%, respectivamente. Por el 
contrario, se observaron niveles de protección bajos (RPS=18) o nulos frente a T. maritimum 
debido, probablemente, a la elevada dosis de bacterias utilizadas en la infección experimental.  
El cálculo del porcentaje relativo de supervivencia transcurridos 50 días desde la 
inmunización, puso de manifiesto que la administración de la vacuna bivalente AVAC PEC 
Aeromonas/FM-95 en una única dosis o la administración secuencial de la vacuna 
monovalente FM-95 seguida de la administración, treinta días después, de la vacuna AVAC 
PEC Aeromonas, confieren niveles de protección frente a T. maritimum (rango de RPS entre 
66,2% y 81%) y A. salmonicida (rango de RPS entre 55,5% y 65,6%) superiores a los 
obtenidos con las respectivas vacunas monovalentes Icthiovac-Tm (RPS=53,7) y AVAC PEC 
Aeromonas (RPS 19,5) (Tabla 45). Se observó la misma tendencia al evaluar la eficacia de las 
vacunas transcurridos 75 días desde la inmunización, aunque en este caso, la eficacia de la 
vacuna frente a A. salmonicida fue inferior (RPS<36), probablemente debido a la elevada 
concentración de bacterias utilizadas en la infección experimental (1,2x1012 UFC/ml). 
El análisis del suero de los peces reveló un aumento significativo (p≤0,05) de la 
actividad lisozima en los peces inmunizados con las vacunas monovalente AVAC PEC 
Aeromonas y bivalente AVAC PEC Aeromonas/FM-95 con respecto al control transcurridos 
cincuenta días desde la inmunización (Figura 43). El suero de los peces inmunizados 
secuencialmente (primero con la vacuna FM-95 y 30 días después con la vacuna AVAC PEC 
Aeromonas), mostró una actividad lisozima similar a la observada en peces inmunizados con 
la vacuna bivalente y significativamente superior (p≤0,05) a la observada en los peces control.  
EL análisis de activiad respiratoria demostró que los granulocitos de peces vacunados 
con la vacuna bivalente AVAC PEC Aeromonas y los vacunados primero con la vacuna 
Ictiovac Tm y 30 dias después con la vacuna AVAC PEC Aeromonas tienen una actividad no 
significativamente superior a la de los peces control transcurridos 50 días desde la vacunación 
inicial (Tabla 46). 
Los resultados de los ensayos de evaluación de la eficacia de las vacunas mono y 
Grupo de peces 
 




 Vacunados con FM-95 10 0.56±0.09 
Vacunados con TM-1 10 0.92±0.05 
Control 10 0.92±0.01 
Indice de estimulación (IE)= media geométrica de la intensidad de fluorescencia en leucocitos estimulados con 
PMA/media geométrica de la intensidad de fluorescencia en muestras no estimuladas. El valor se expresa como 




bivalentes frente a la tenacibaculosis y la vibriosis transcurridos 28 días desde la 
inmunización se muestran en la Tabla 47. El cálculo del porcentaje relativo de supervivencia 
demostró que la vacuna bivalente AVAC PEC FM95/GAVA-3 confería niveles altos de 
protección frente a T. maritimum (RPS=100) y V. anguillarum (RPS= 81,2). Se obtuvieron 
niveles de protección similares cuando se utilizaron la vacuna monovalente anti-T. maritimum 
Icthiovac-Tm (RPS= 95,8) y la vacuna monovalente anti-V. anguillarum Icthiovac-Vr 
(RPS=87,5). 
Los resultados del estudio de la respuesta inmune humoral de los peces inmunizados 
con las vacunas monovalentes Icthiovac-Tm e Icthiovac-Vr y de la bivalente AVAC PEC 
FM-95/GAVA-3 transcurridos 30 días desde la vacunación se muestran en la Figura 44 
(experimento 6). Para estos análisis se han utilizado como antígenos una mezcla de células 
inactivadas con formol de las cepas R-82 (serotipo O1) y RG-111 (serotipo O2 para valorar 
los anticuerpos específicos frente a V. anguillarum y una suspensión de células inactivadas 
con formol de la cepa LPV1.7 (serotipo O2) para determinar los anticuerpos específicos frente 
a T. maritimum en los sueros de peces inmunizados y control. 
Los sueros de peces inmunizados con las formulaciones mono y bivalentes mostraron 
niveles de anticuerpos específicos frente a T. maritimum y V. anguillarum no 
significativamente superiores (p<0,05) a los observados en el suero de peces control. Los 
sueros de los peces inmunizados con la vacuna bivalente FM95/GAVA-3 mostraron niveles 
de anticuerpos frente a T. maritimum (rango de DO492 entre 0,568 y 0,915) y frente a V. 
anguillarum (rango de DO492 entre 1,112 y 0.021) no significativamente (p<0,05) superiores a 
los observados en el suero de los peces inmunizados con las vacunas monovalentes Icthiovac-









Vacunas y procedimientos de administración Bacteria/dosis de infección RPS 




Icthiovac-Tm - T.maritimum 2,7x1012 UFC/ml 0 
AVAC PEC Aeromonas/FM-95 - 18,7 
   
AVAC PEC Aeromonas - A. salmonicida 4x109 UFC/ml 77,0 
AVAC PEC Aeromonas/FM-95 - 63,5 










AVAC PEC Aeromonas/FM-95 - 66,2 
Icthiovac-Tm AVAC PEC Aeromonas 81,0 
    
AVAC PEC Aeromonas - A. salmonicida 
1,5x1011 UFC/ml 
19,5 
AVAC PEC Aeromonas/FM-95 - 55,5 
Icthiovac-Tm AVAC PEC Aeromonas 65,6 









AVAC PEC Aeromonas/FM-95 - 100 
Icthiovac-Tm AVAC PEC Aeromonas 78,0 
    
AVAC PEC Aeromonas - A. salmonicida 1,2x1012 UFC/ml 21,0 
AVAC PEC Aeromonas/FM-95 - ND 
Icthiovac-Tm AVAC PEC Aeromonas 35,5 






Tabla 40.- Actividad respiratoria (IE) de los leucocitos renales de rodaballos inmunizados con vacunas mono y 
bivalentes o vacunados secuencialmente con las vacunas monovalentes (Experimento 5). 
  




15 días post 
inmunización 
50 días post 
inmunización 
Vacunados con AVAC PEC Aeromonas 10 26,6±23,3 ND 
Vacunados con Icthiovac-Tm 10 18,3±0 ND 
Vacunados con AVAC PEC Aeromonas/FM-95 10 25,0±10 76,3±32 
Vacunados Icthiovac-Tm + AVAC PEC Aeromonas 
(30 días post primera inmunización) 
10 NA 84,5±37 
Control 10 67,0±10 59,8±35 
Índice de estimulación (IE)= media geométrica de la intensidad de fluorescencia en leucocitos estimulados con 
PMA/media geométrica de la intensidad de fluorescencia en muestras no estimuladas. El valor se expresa como 





Figura 43.- Actividad lisozima de suero de rodaballos inmunizados por vía intracelómica con vacunas mono y 
bivalentes (Experimento 5). La existencia de diferencias estadísticas entre vacunado y control se 
indica con letras, las letras diferentes indican que hay diferencias significativas entre los puntos de 














Tabla 41.- Eficacia de la vacuna bivalente FM95/GAVA frente a la tenacibaculosis y la vibriosis en rodaballo. 
(Experimento 6) 
 




Bacteria/ dosis de infección % Mortalidad RPS 
Vacunados 
AVAC PEC FM-95/GAVA-3 
28 días 
T. maritimum LPV 1.7 






Control 47  
    
Vacunados 
AVAC PEC FM-95/GAVA-3 











Control 64  





Figura 44.- Niveles de anticuerpos en peces del grupo control y peces inmunizados con las vacunas 
monvalentes anti-V. anguillarum (Ictiovac-Vr) y anti-T. maritimum (Icthiovac-Tm) y bivalente 









Uno de los principales factores limitantes para el crecimiento de la piscicultura es la 
aparición de las enfermedades infecciosas, fundamentalmente de etiología bacteriana, que 
causan anualmente pérdidas cuantiosas a nivel mundial (Shoemaker y Klesius, 1997; 
Georgiadis y col., 2001; FAO, 2006). El control de estas patologías precisa de soluciones 
viables que minimicen sus efectos y permitan ofrecer al consumidor un producto limpio, 
reduciendo la posibilidad de aparición de resistencias y el efecto de los residuos asociados a 
los tratamientos con antimicrobianos sobre los sistemas ecológicos y el ser humano (Shao, 
2001; Pelletier, 2004; Sommerset y col.,  2005; FAO, 2006). La vacunación es considerada 
una herramienta ideal para el control de enfermedades bacterianas en peces por ser un método 
preventivo que no genera resistencias ni residuos (Gudding y col., 1999; Shao, 2001; 
Bowden y col., 2003; Penagos y col. 2009).  
Entre los principales obstáculos en el desarrollo de vacunas eficaces se encuentran el 
escaso conocimiento sobre el sistema inmune de los peces y la gran variabilidad intra e 
interespecífica de sus mecanismos de respuesta inmune así como, el desconocimiento de los 
mecanismos de virulencia de los microorganismos patógenos. Otro aspecto que se ha de 
considerar a la hora de desarrollar nuevas vacunas es la identificación de los antígenos con 
potencial inmunógeno y su efecto sobre el sistema inmune de los peces. 
Con respecto a la fabricación de vacunas es fundamental conseguir la uniformidad y 
estabilidad de los lotes de producción ya que pueden condicionar la existencia o no de 
respuesta inmune y su duración.  
En este capítulo se estudió en primer lugar la influencia del lote de producción y de la 
composición antigénica de la vacuna en el desarrollo y/o duración de la respuesta inmune 
protectora en peces, tomando como modelos de estudio el rodaballo como especie de pez de 
interés en acuicultura y como enfermedad a prevenir la tenacibaculosis causada por T. 
maritimum.  
En el estudio del efecto de los parámetros relacionados con la producción (lote y 
estabilidad de lote) se empleó una vacuna acuosa (FM-95) frente al serotipo O2 de T. 
maritimum. Los resultados obtenidos demostraron que el lote de producción (Lotes 1, 2 y 3) y 
el tiempo transcurrido tras la producción de la vacuna (0 a 27 meses) no afectan a la eficacia 
de la vacunación valorada mediante la realización de ensayos in vivo (infecciones 
experimentales) e in vitro (determinación del título de anticuerpos y de la actividad estallido 
respiratorio de los macrófagos renales).  
Así, se ha demostrado que los rodaballos inmunizados por inyección con los tres lotes 
de la vacuna FM-95 muestran niveles de protección elevados (rango de RPS= 80-100%) que 
se mantienen transcurridos seis meses después de la vacunación (RPS= 68-82%) cuando se 
utiliza la vía de inyección para la realización del reto infeccioso. Estos resultados contrastan 
con los descritos en salmón atlántico por van Gelderen y col., (2009) quienes, tras la 
realización de un reto infeccioso por baño, observaron niveles de supervivencia (RPS) del 
28% o superiores al 70% transcurridos 27 días desde la inmunización de los peces con una 
vacuna acuosa o con una vacuna con el adyuvante oleoso incompleto de Freund, 
respectivamente. Las divergencias observadas entre ambos estudios pueden atribuirse al uso 
de diferentes especies de pez como modelo experimental y de diferentes vacunas así como de 
distintas cepas bacterianas y rutas de infección.  
Por otra parte, en el presente estudio se observó un incremento no significativo en el 




actividad respiratoria de los macrófagos renales (IE= 15,0-22,3) de peces vacunados con 
respecto a los valores observados en los peces control. Estos resultados concuerdan con 
estudios previos en peces (Secombes, 1994, Kitlen y col., 1997; Villamil y col. 2002) en los 
que se detectó un aumento de la actividad respiratoria de los macrófagos (30 días post-
vacunación) y en los niveles de anticuerpos circulantes tras la vacunación. Todos estos 
resultados parecen indicar que además de la respuestas inmune humoral específica y la 
inmunidad celular otros factores deben ser responsables de la protección del rodaballo frente a 
la tenacibaculosis.  
En base a todos estos datos se podría considerar que la vacuna acuosa monovalente 
frente a T. maritimum FM-95 es estable y eficaz y podría ser utilizada para  la prevención de 
la tenacibaculosis en rodaballo. 
Otro de los factores que afecta a la eficacia de la inmunización es la composición 
antigénica de las vacunas. Estudios sobre la variabilidad antigénica de la especie T. 
maritimum (Pazos, 1997; Santos y col., 1999; Toranzo y col., 2005; Avendaño-Herrera y col. 
2006; Castro y col., 2007) sugieren que la inclusión de antígenos de cepas representativas de 
los principales serotipos asociados a mortalidades en peces podría mejorar la eficacia de la 
actual vacuna frente a la tenacibaculosis compuesta por antígenos de la cepa LPV1.7 (serotipo 
O2) (Pazos 1997, Santos y col., 1999). Además, como los serotipos de T. maritimum que 
afectan a las especies de salmónidos y de peces marinos (rodaballo, la lubina, el besugo y el 
lenguado) pueden ser diferentes (Pazos, 1997; Santos y col, 1999; Avendaño-Herrera y col, 
2006) las vacunas diseñadas para una especie de pez no deberían ser utilizadas para otras 
especies sin una evaluación previa de su eficacia. Por todo ello, en el presente estudio se ha 
evaluado si existen diferencias en la eficacia de las vacunas anti-tenacibaculosis en función 
del serotipo y de la especie de pez de procedencia de la cepa de T. maritimum utilizada en la 
formulación de la vacunas.  
Con este fin se evaluaron en primer lugar vacunas anti-tenacibaculosis marina 
elaboradas con una cepa de T. maritimum del serotipo O2 (vacuna FM-95) o con tres cepas de 
T. maritimum de los serotipos O1, O2 y O3 (vacuna TM-3) en rodaballo. Los resultados 
obtenidos a escala de laboratorio indican que, aunque no existe competencia antigénica, la 
inmunización de los peces con la vacuna TM-3 (que contiene antígenos de cepas 
representativas de los serotipos O1, O2 y O3) no incrementa los niveles de eficacia con 
respecto a los obtenidos con la vacuna monovalente FM-95 (que incluye sólo antígenos frente 
a una cepa del serotipo O2). Los resultados del estudio de campo en el que se compararon los 
porcentajes de supervivencia de rodaballos inmunizados con las vacunas FM-95 y TM-3 
corroboraron los resultados experimentales.  
Por otra parte, se determinó el grado de protección alcanzado por lenguados 
inmunizados con las vacunas monovalentes FM-95 (LPV1.7 del serotipo O2, aislada de 
rodaballo) y TM-1 (LL01 8.3.8 del serotipo O1, aislada de lenguado). Los resultados de la 
infección experimental demostraron que ambas vacunas confirieron niveles elevados de 
protección (RPS superiores al 85%) frente a la tenacibaculosis al lenguado. 
Todos estos resultados sugieren que el uso de vacunas monovalentes anti-T. 
maritimum formuladas con antígenos de una cepa virulenta representativa de uno de los 
serotipos patógenos de esta especie bacteriana puede ser de utilidad en la prevención de la 
tenacibaculosis en ambas especies de peces.  
Estos resultados contrastan con los publicados para las vacunas frente a la vibriosis 
causada por V. anguillarum en bacalao (Mikkelsen y col. 2011) y rodaballo (Santos y col, 
1991) en los que las vacunas monovalentes (compuestas por antígenos de un solo serotipo o 





vacunas trivalentes (compuestas por antígenos de varios serotipos y/o subgrupos serológicos). 
Teniendo en cuenta que no todos los antígenos estimulan una respuesta inmune 
protectora y que el sistema inmunitario de los peces tiene una capacidad limitada para 
responder a sustancias antigénicas individuales, cada vez es más difícil formular nuevas 
vacunas comerciales seguras y efectivas (Busch RA y col., 1997). Se nos muestra así otro 
aspecto de interés para el desarrollo de programas de vacunación eficaces, que es conocer el 
efecto sobre el sistema inmune de los peces de la administración de vacunas combinadas o 
polivalentes o de la administración secuencial de vacunas (Greger y Goodrich, 1999; Santos, 
2005; Toranzo y col., 2005; 2009), debido a la posibilidad de que se produzcan fenómenos de 
competencia antigénica.  
En el presente estudio se ha evaluado la eficacia de una vacuna combinada frente a T. 
maritimum-Aeromonas salmonicida (AVAC PEC Aeromonas/FM-95 y AVAC PEC 
Aeromonas + FM-95,) comparándola con sus respectivas vacunas monovalentes anti-T. 
maritimum (Icthiovac-Tm), anti-A. salmonicida (AVAC PEC Aeromonas). Atendiendo al 
porcentaje relativo de supervivencia, se puso de manifiesto que la administración de la vacuna 
bivalente AVAC PEC Aeromonas/FM-95 en una única dosis o la administración secuencial 
de la vacuna monovalente FM-95 seguida de la administración (30 días) de la vacuna AVAC 
PEC Aeromonas, confieren niveles de protección superiores a los obtenidos con las 
respectivas vacunas monovalentes para los dos patógenos (T. maritimum y A. salmonicida). 
Estos datos se vieron apoyados por un incremento de la actividad lisozima del suero de los 
peces inmunizados con la vacuna bivalente AVAC PEC Aeromonas/FM-95 y de los 
inmunizados secuencialmente con las vacunas FM-95 y AVAC PEC Aeromonas con respecto 
a los peces control o a los inmunizados sólo con las vacunas monovalentes.  
Siguiendo esta línea de investigación, se evaluó otra vacuna combinada frente a T. 
maritimum-V. anguillarum (FM-95/GAVA-3) comparándola con sus respectivas vacunas 
monovalentes anti-T. maritimum (Icthiovac-Tm) y anti-V. anguillarum (Icthiovac-Vr). 
También en este ensayo se observó que no existía efecto de competencia antigénica puesto 
que los peces inmunizados con las vacunas mono y bivalentes mostraban niveles de 
supervivencia elevados y sin diferencias significativas (p<0,05). Asimismo, los sueros de 
peces inmunizados con las formulaciones bivalentes mostraron niveles de anticuerpos 
específicos ligeramente superiores a los observados en el suero de peces inmunizados con las 
vacunas monovalentes o en los peces control. 
Estudios previos han demostrado la efectividad de vacunas bivalentes contra la 
vibriosis causada por V. anguillarum y la fotobacteriosis producida por P. damselae subsp. 
piscicida en dorada (Moriñigo y col. 2002) y lubina (Gravningen, 1998). 
Como se ha comentado anteriormente, existen evidencias de que la composición 
antigénica, así como otros componentes de las vacunas pueden interactuar de forma sinérgica 
o antagónica y pueden estimular, reaccionar de forma cruzada, inhibir o incluso suprimir la 
respuesta inmune a antígenos específicos (Busch, 1997). A la vista de los resultados obtenidos 
en el presente estudio con las vacunas combinadas AVAC PEC Aeromonas/FM-95 y AVAC 
PEC FM-95/GAVA-3, podemos afirmar que no presentan efectos antagónicos y que se 
podrían utilizar estas vacunas bivalentes en una sola dosis para inmunizar a los peces frente a 
la furunculosis-tenacibaculosis y frente a la vibriosis-tenacibaculosis, reduciéndose los costes 
de manipulación para la granja, además de minimizar el estrés provocado a los peces durante 











7. EFECTO DE LA ESTRATEGIA 
DE IMMUNIZACIÓN EN LA 
EFICACIA DE LA VACUNACIÓN 
 
 
7.1.- Material y métodos 
 
7.1.1.- Factores relacionados con la estrategia de vacunación 
 
En este estudio se evaluó el efecto de la dosis y vía de administración de las vacunas en la 
eficacia de la inmunización. Con este fin se han utilizado vacunas comerciales monovalentes frente a 
la furunculosis y tenacibaculosis y vacunas bivalentes frente a la furunculosis y tenacibaculosis y 
frente a la tenacibaculosis y vibriosis, desarrolladas por nuestro grupo de investigación y 
comercializadas por Laboratorios  HIPRA S.A (Tabla 48).  
Las vacunas se administraron por inyección o por inmersión, según la metodología descrita 
en el apartado 6.1.1.3. Para la realización de los experimentos se utilizaron ejemplares sanos de 
rodaballo y lenguado provenientes de acuicultura que se vacunaron según los procedimientos 
descritos en el apartado 6.1.1.3.  
La eficacia de la vacunación se evaluó mediante infección experimental (apartado 6.1.2.1) y 
estudio de la respuesta inmune celular (apartado 6.1.2.2) y. humoral (apartado 6.1.2.3). El centro y 
proyecto de experimentación autorizados, persona responsable de la realización de los ensayos, 
normativa vigente en la materia, así como las condiciones experimentales y de mantenimiento de los 
peces fueron las descritas en el apartado 3.1.3. 
 
Tabla  48.-Vacunas mono y bivalentes utilizadas en el presente estudio 
Enfermedad Vacunas comerciales 
(Laboratorios HIPRA S.A) 
Composición antigénica 
(Serotipo) 
 Monovalentes  
Tenacibaculosis Icthiovac-Tm T. maritimum LPV1.7 (O2) 
Furunculosis AVAC PEC Aeromonas A. salmonicida IAs 06.1 
 Polivalentes  
Tenacibaculosis/Furunculosis AVAC PEC Aeromonas/FM-95 
A.salmonicida IAs 06.1 
T. maritimum LPV1.7( O2) 
 
Tenacibaculosis/Vibriosis AVAC PEC FM-95/GAVA-3 
T.maritimum LPV1.7 (O2) 
V. amguillarumR82 (O1) 
V. amguillarumRG111 (O2α) 






 7.1.1.1.- Efecto de la dosis de vacuna 
 En este estudio se pretende estudiar el efecto de la dosis de vacuna en el grado de 
protección alcanzado por el rodaballo tras la inmunización. Con este fin se realizaron los 
experimentos que se describen a continuación: 
 
Experimento 1. Evaluación de la vacuna monovalente Ictiovac-TM 
En este ensayo se utilizaron rodaballos con un peso medio de 70±11,5 g (peces 
pequeños) y 105±16,4 g (peces grandes). La vacuna se evaluó en condiciones de laboratorio y 
campo. Los peces se vacunaron con la vacuna frente a tenacibaculosis Ictiovac-TM (Tabla 48) 
mediante inyección intracelómica de dosis de 0,1 ml/pez y 0,2 ml/pez. Para el estudio a escala 
de laboratorio se emplearon grupos de 100 peces de cada uno de los tamaños para cada dosis. 
Los rodaballos del grupo control se inyectaron con 0,2 ml (100 peces pequeños y 100 peces 
grandes). En el ensayo de campo se utilizaron 13000 rodaballos grandes y 13000 rodaballos 
pequeños inmunizados con dosis de 0, 1 ml de vacuna y el mismo número de ejemplares de 
cada talla para la dosis de 0,2 ml de vacuna. Los peces se mantuvieron en las instalaciones de 
cultivo durante todo el período en estudio (6 meses). 
Ensayos de laboratorio: la eficacia de la inmunización se evaluó a los 28 días post-
vacunación mediante infección experimental, utilizando 50 peces inmunizados con cada una 
de las dosis de vacuna y 50 peces control del grupo de peces pequeños y suspensiones en 
solución salina de la cepa LL01 8.3.8 (serotipo O1) de T. maritimum, ajustada a una 
concentración de 109 UFC/ml (Tabla 49). Las infecciones experimentales se realizaron en el 
animalario de la Facultad de Biología. 
Ensayos de campo: La eficacia de la vacunación se evaluó mediante el registro de 
mortalidades causadas por T. maritimum en las poblaciones de peces vacunados y control. 
Con este fin se realizaron análisis bacteriológicos de los peces con signos de tenacibaculosis 
durante el período en estudio (6 meses). 
  










0,1 ml 50 T.maritimum 
 (LL01 8.3.8) 0.1 ml 28 días 0,2 ml 50 
Control * 50 
Como control se utilizaron peces inyectados con solución salina.     
 
En este experimento se determinó también el efecto de la inmunización sobre la 
actividad estallido respiratorio de los granulocitos del riñón anterior y la respuesta inmune 
humoral específica transcurridos 5, 45, 60, 90 y 130 días tras la inmunización. Los resultados 
del ensayo de determinación del título de anticuerpos específicos mediante ELISA se 
expresaron como la media de los valores de la DO492 ± error estandar (EE). Los resultados del 
ensayo de la actividad respiratoria se expresaron como la media del índice de estimulación 
(IE) ± Error Estándar (EE). Para cada muestra se analizaron en total 10.000 células. Con este 
fin se utilizaron 10 peces de cada grupo vacunado y el mismo número de peces control. 
 
𝐼𝐼𝐼𝐼 =
GMFI de leucocitos estimulados






 Experimento 2. Evaluación de la vacuna bivalente AVAC PEC Aeromonas/FM-95  
 En este ensayo se utilizaron un total de 3000 rodaballos, con un peso medio de 13,5±1 
g, para cada uno de las dosis de vacuna utilizada (0,08ml/pez, y 0,1 ml/pez) y el mismo 
número de peces para el grupo control.  
Los peces se vacunaron mediante inyección intracelómica de la vacuna bivalente frente 
a la furunculosis y tenacibaculosis AVAC PEC Aeromonas/FM-95 (Tabla 48). Los rodaballos 
del grupo control se inyectaron con 0,1ml de solución salina. Los peces se mantuvieron en la 
piscifactoría de origen hasta su envío al animalario de la Facultad de Biología, para la 
realización de los ensayos in vitro e in vivo. 
La eficacia de la inmunización se evaluó a los 30, 45 y 90 días post-vacunación 
mediante infección experimental, utilizando 50 peces inmunizados con cada una de las 
vacunas, 50 peces control y suspensiones en solución salina de las cepas bacterianas LL01 
8.3.8 de T. maritimum e IAs06.1 de A. salmonicida ajustadas a una concentración de 109 
UFC/ml (Tabla 50).  
En este experimento se determinaron también el efecto de la inmunización sobre la 
actividad estallido respiratorio de los granulocitos del riñón anterior (transcurridos 15, 30, 45 
y 180 días post-vacunación) (apartado 6.1.2.2) y las actividades lisozima (transcurridos 30, 
45, 90 y 180 días post-vacunación) (apartado 6.1.2.3) y bactericida (transcurridos 15, 30, 45, 
90 y 180 días post-vacunación) (apartado 4.1.2.3). Para el estudio de estas actividades se 
utilizaron 10 peces de cada grupo vacunado y 10 del grupo control para cada periodo 
ensayado.  
Los resultados de la actividad respiratoria de los granulocitos se expresaron como índice 
de estimulación (IE) según se describió en el apartado anterior. Los resultados de la actividad 
bactericida se expresaron como índice bactericida (IB) definido como: 
 
𝐼𝐼𝐼𝐼 =
A620 de la muestra tratada con suero
A620 del control negativo
 
 












50 T. maritimum (LL01 8.3.8) 
109 UFC/ml 
 
50 A. salmonicida (IAs 06.1)  
    
0,1ml 
50 T. maritimum(LL01 8.3.8) 30, 45 y 90  
50 A. salmonicida (IAs 06.1)  
    
Control * 
50 T .maritimum(LL01 8.3.8)  
50 A. salmonicida (IAs 06.1)  
Como control se utilizaron peces inyectados con 0,1 ml de solución salina. 
 
 7.1.1.2.- Estudio del efecto de la ruta de administración de la vacuna 
 Se estudió el efecto que tiene la ruta de administración de la vacuna en el grado de 
protección alcanzado por los peces tras la inmunización. Con este fin se realizaron los 




 Experimento 3. Evaluación de la vacuna monovalente Icthiovac-Tm 
 En este ensayo se utilizaron un total de 80 lenguados, con un peso medio de 5,5±1 g, 
para cada una de las rutas de vacunación utilizadas (inyección intracelómica, inyección 
intramuscular e inyección en seno dorsal medio) y el mismo número de peces para el grupo 
control. Los peces se vacunaron con la vacuna monovalente anti-tenacibaculosis Icthiovac-
Tm. Los lenguados del grupo control se inyectaron con 0,1ml de solución salina (Tabla 51).  
La eficacia de la inmunización se evaluó a los 45 días post-vacunación mediante 
infección experimental, utilizando 50 peces inmunizados con cada una de las vacunas, 50 
peces control y una suspensión en solución salina de la cepa LL01.8.3.8 de T. maritimum 
ajustada a una concentración de 109 UFC/ml (Tabla 51).  
En este experimento se determinó también el efecto de la inmunización sobre la 
actividad estallido respiratorio de los granulocitos del riñón anterior, transcurridos 7, 15 y 50 
días tras la inmunización, utilizando 10 peces de cada una de las rutas de administración y 10 
peces del grupo control para cada período analizado. 
 
Experimento 4: Evaluación de la vacuna bivalente AVAC PEC FM-95/GAVA-3  
En este ensayo se utilizaron rodaballos con pesos medios de 3±1 g y 6±1 g. y una vacuna 
bivalente frente a la vibriosis y tenacibaculosis AVAC PEC FM-95/GAVA-3. Los rodaballos 
de mayor tamaño (6g) se inmunizaron mediante inyección en la cavidad celómica, inyección 
intramuscular e inyección en el seno dorsal medio, utilizando 120 ejemplares para cada una de 
las vías evaluadas. Los rodaballos de 3 g se vacunaron mediante inmersión o baño corto, 
utilizando el mismo número de ejemplares (Tabla 51). Los rodaballos de los grupos control se 
trataron de la misma forma que los inmunizados empleando solución salina en lugar de 
vacuna.  
La eficacia de la inmunización se evaluó, mediante infección experimental, 
transcurridos 90 días desde la primera inmunización. En el ensayo se utilizaron 50 rodaballos 
por cada una de las rutas de administración de las vacunas y patógeno evaluado y el mismo 
número de ejemplares del grupo control (Tabla 51). Los peces se inocularon con 0,1 ml de 
suspensiones en solución salina de la cepa LPV 1.7 de T. maritimum o con una mezcla de las 
cepas R82 y RG111 de V. anguillarum ajustadas a una concentración aproximada de 109 
UFC/ml (escala McFarland) (Tabla 51). El efecto de la inmunización sobre la actividad 
estallido respiratorio de los granulocitos del riñón anterior y la respuesta inmune humoral 
específica se evaluó transcurridos 30 y 60 días tras la inmunización, utilizando 10 peces de 
cada uno de los grupos en estudio. 
 
7.1.2.- Estudio del efecto de la temperatura del agua de cultivo  
 
 En este estudio se pretende determinar si la temperatura del agua del sistema de 
cultivo influye en el desarrollo de la respuesta inmune y en el grado de protección alcanzado 
por el rodaballo tras la inmunización.  
 
Experimento 5. En este ensayo se utilizaron un total de 3000 rodaballos por grupo, con un 
peso de 13,5±1 g, que se inmunizaron por vía intraperitoneal con una dosis de 0,1ml/pez de la 
vacuna bivalente AVAC PEC Aeromonas/FM-95. Los peces inmunizados se mantuvieron 
durante el período de experimentación a 14 ±0,5ºC y 16 ±0,5ºC. Como control se utilizaron 
rodaballos inyectados con solución salina y mantenidos a 14±0,5ºC y 16 ±0,5ºC (Tabla 52). 
Los peces se mantuvieron en la piscifactoría hasta el envío al animalario de la Facultad de 





Tabla 51.- Efecto de la ruta de administración de las vacunas en la eficacia de la inmunización. 
 
             
 
 
Experimento 3: Evaluación del efecto de la ruta con la vacuna TM en lenguado 











109 UFC/ml 45 días 
Inyección intracelómica 50 
Inyección intramuscular 50 
Inyección en Seno Dorsal 
Medio 50 
Control no inmunizado 50 
Experimento 4: Evaluación del efecto de la ruta de vacunación con la vacuna AVAC PEC FM-95/GAVA-3 en 
rodaballo 






Rodaballos de 3gramos 
90 días Inmersión 50 
50 
T. maritimumLPV 1.7 
V. anguillarumR82 y RG111 
109 UFC/ml 
109 UFC/ml 





 LPV 1.7  
 
V. anguillarum 




















 La eficacia de la inmunización se evaluó a los 15 y 30 días post-vacunación mediante 
infección experimental, utilizando 50 peces por cada uno de los grupos de peces vacunados y 
control y suspensiones en solución salina de las cepas LPV 1.7 de T. maritimum e IAs06.1 de 
A. salmonicida, ajustadas a una concentración de 109 UFC/ml.  
El efecto de la inmunización sobre la actividad estallido respiratorio de los granulocitos 
del riñón anterior se evaluó transcurridos 15 y 30 días  tras la inmunización, utilizando para 
cada ensayo 10 peces de los grupos vacunados y 10 peces control. 
Para el estudio de la respuesta inmune humoral no específica se evaluó la actividad 
lisozima transcurridos 15 y 30 días tras la inmunización, utilizando 10 peces de cada uno de 






Tabla 52.- Evaluación del efecto de la temperatura del agua del sistema de cultivo en la eficacia de la 
inmunización. 
 






























Como peces control se utilizaron peces inyectados con solución salina. 
 
 7.1.3.-Análisis estadístico 
  
 Para determinar si existen diferencias significativas en los niveles relativos de 
supervivencia entre los peces vacunados y los peces control (no vacunados) se realizó un test 
de chi-cuadrado usando un nivel de significación de p≤0,05. 
 Los resultados de la actividad respiratoria de los granulocitos, las actividades lisozima 
y bactericida del suero y los niveles de anticuerpos de los peces control y vacunados se 
expresaron como la media ± error estándar (EE) de los datos analizados y se compararon 
usando un ANOVA de una vía y el test de Bonferroni, utilizando el modelo de U de Mann-
Whitney para comprobar la heterogeneidad de dos muestras ordinales. Los análisis se 
realizaron utilizando el programa IBM SPSS Stadistics 22 y se consideró un nivel de 




7.2.1.- Influencia de factores inherentes a la estrategia de vacunación en la 
eficacia de la inmunización 
 
 En este estudio se han analizado el efecto de la dosis de vacuna administrada, de la vía 
de administración de la vacuna y de la temperatura de mantenimiento de los peces tras la 
inmunización, sobre el desarrollo y/o duración de la respuesta inmune protectora frente a T. 
maritimum, A. salmonicida y V. anguillarum en rodaballo y lenguado. 
 Con respecto al estudio del efecto de la dosis se realizó un primer experimento 
utilizando la vacuna monovalente anti-T. maritimum Icthiovac-Tm administrada en dosis de 
0,1 ml/pez y 0,2 ml/en rodaballo (Experimento 1). 
 En los ensayos de laboratorio, el porcentaje relativo de supervivencia alcanzado por 
los peces inmunizados con la vacuna monovalente Icthiovac-Tm fue del 90% en los peces que 
recibieron 0,1ml de vacuna y del 97,3% en los peces vacunados con 0,2ml de vacuna (Tabla 
53). No se han detectado diferencias significativas en el grado de protección frente a la 





 Los resultados de las pruebas de campo con la vacuna Icthiovac-Tm administrada en 
dosis de 0,1 ml y 0, 2 ml se muestran en la Figura 45. Durante el período de tiempo analizado 
(seis meses) no se observaron diferencias significativas en la mortalidad acumulada en 
función de la dosis de vacuna y del tamaño de los peces. 
 
Tabla 53.- Efecto de la dosis de la vacuna monovalente Icthiovac-Tm en rodaballo. 
 
 
Figura 45.- Mortalidad acumulada en los peces inmunizados con la vacuna Icthiovac Tm (dosis de 0,1 y 0,2 ml) 
y mantenidos en condiciones de campo. 
 
Los niveles de anticuerpos específicos frente a T. maritimum en el suero de peces 
vacunados con Icthiovac-Tm fueron siempre superiores a los observados en el suero de peces 
control durante todo el período analizado (5-130 días), independientemente de la talla de los 
peces y de la dosis de vacuna empleada (0,1 y 0,2 ml) (Figura 46). En el suero de todos los 
peces vacunados se detectaron anticuerpos específicos frente a T. maritimum a partir de los 
cinco días post-vacunación, alcanzándose los niveles más elevados a los noventa (peces 
pequeños)  y a los cuarenta y cinco días (peces grandes), independientemente de la dosis de 
vacuna utilizada. Sólo en el suero de peces grandes inmunizados con 0,1 ml de vacuna se 
observaron niveles de anticuerpos específicos significativamente superiores (p<0,05) a los del 
control, transcurridos 45 días post-vacunación. 
Los resultados del estudio de la respuesta inmune celular indican que, 
independientemente de la dosis de vacuna administrada y del tamaño de los peces 
inmunizados, se produce un aumento significativo de la actividad respiratoria de los 
granulocitos a los 5 y 130 días post-vacunación, produciéndose un descenso drástico y 




























Grupo de peces Bacteria/dosis % Mortalidad  RPS 
28 días 




Vacunados con 0,2 ml 2,7 97,3 
Control 100  










Figura 46.- Niveles de anticuerpos en peces del grupo control y peces des distintos pesos (100g= grandes y 70 
g=pequeños) inmunizados con dos dosis (0,1ml y 0,2 ml) de la vacuna monovalentes anti-T. 
maritimum (Icthiovac-Tm). La existencia de diferencias estadísticas entre el mismo grupo a lo 
largo del tiempo se indica con diferentes letras, las letras en común indican que no hay diferencias 


















Tabla 54.-Efecto de la dosis de vacuna sobre la actividad respiratoria de los granulocitos de riñón anterior de 
rodaballos inmunizados con la vacuna Icthiovac-Tm.  
 
 
 Los peces vacunados con la vacuna bivalente (AVAC PEC Aeromonas/FM-95) 
(Experimento 2) mostraron niveles notables de protección frente a la flexibacteriosis causada 
por T. maritimum a los 90 días post-vacunación (RPS entre 66 a 87%), detectándose niveles 
de protección significativamente (p<0,05) más altos en los peces que recibieron la dosis de 
0,1 ml de vacuna (Tabla 55). Los niveles de protección observados a los 30 (RPS entre 27 y 
40%) y 45 días (RPS entre 19,5 y 36%) post-vacunación  fueron más bajos. En contraste, 
cuando se evaluó la protección frente a A. salmonicida sólo se obtuvieron niveles elevados de 
protección (RPS entre 81 y 90%) transcurridos 30 días post-inmunización, observándose 
niveles relativamente bajos de protección frente a la furunculosis a partir de los 45 días 









Grupo Nº Peces analizados 













con 0,1 ml 5 174,9±8,5
a 6,5±2,80b 1,6±0,72b 7,1±4,5bc 30,5±2,1c 
Vacunados 
con 0,2 ml 5 183±3,6
a 10,5±1,5bc 7,6±2,2b 6,5±2,6b 31,7±4,7c 
Peces grandes 
Grupo Nº Peces analizados 













con 0,1 ml 5 123±3,6
a 4,5±3,6b 5,0±3,3b ND 45,5±16,2c 
Vacunados 
con 0,2 ml 5 ND 7,3±2,0
 a 7,9±0,3a 3,28±1,0a 41,0±12,1b 
IE, Índice de estimulación = media geométrica de la intensidad de fluorescencia en leucocitos 
estimulados con PMA/media geométrica de la intensidad de fluorescencia en muestras no estimuladas. El 
valor se expresa como la media ± Error Estándar (EE). La existencia de diferencias estadísticas entre 
grupos a lo largo del tiempo se indica con diferentes letras, las letras en común indican que no hay 




Tabla 55.- Efecto de la dosis de la vacuna AVEC PEC A. salmonicida/FM95 en rodaballo 
 
 
 El estudio del efecto de la dosis de la vacuna bivalente AVAC PEC A. 
salmonicida/FM95 sobre la actividad respiratoria de los granulocitos del rodaballo reveló que 
no existen diferencias significativas entre los IE de los granulocitos de peces vacunados con 
las diferentes dosis de vacuna ni entre los IE de los granulocitos de peces vacunados y control 
a lo largo de todo el periodo estudiado (Tabla 56). 
 
Tabla 56.- Actividad respiratoria de los granulocitos de riñón anterior de rodaballos inmunizados condiferentes 







post-vacunación) Grupo de peces  Bacteria/dosis % Mortalidad RPS 
30 días 




Vacunados 0,1 ml 35 27 
Control 48   




Vacunados 0,1 ml 5 90 
Control 53  
45 días 




Vacunados0,1 ml 67 19,5 
Control 83,3  




Vacunados 0,1 ml 52 41 
Control 88  
 
90 días 




Vacunados 0,1 ml 12 87 
Control 96  




Vacunados 0,1 ml 70 22 
Control 90  
Porcentaje relativo de supervivencia (RPS)= 1- (%mortalidad en peces vacunados/% mortalidad en peces 



















con 0,1 ml 10 12,0±1,0
  21,8±1,8 1,1±0,0  1,5±0,2  19,9±13,4 
Vacunados 
con 0,08 ml 10 8,5±3,5 8,75±2,1 15,0±1,6 2,0±0,7 17,6±0,4 
Control 10 16,6±0,9 4,1±1,6 4,9±1,8 2,5±0,4 13,9±0,3 
Índice de estimulación (IE)= media geométrica de la intensidad de fluorescencia en leucocitos estimulados con 
PMA/media geométrica de la intensidad de fluorescencia en muestras no estimuladas.  El valor se expresa 





 El análisis del suero de peces inmunizados con la vacuna bivalente AVAC PEC 
A.salmonicida/FM95 (dosis de 0,08 ml y de 0,1ml) demostró que la actividad lisozima se 
incrementa con respecto a los valores observados en peces control a partir de los 30 días post-
vacunación, siendo este incremento significativamente (p<0,05) superior a partir de los 90 
días post-vacunación (Figura 47). No se observaron diferencias significativas en la actividad 




Figura 47.- Actividad lisozima en suero de rodaballos control y vacunados con la vacuna bivalente AVEC PEC 
A.salmonicida /FM95 (dosis de 0,08 ml y 0,1 ml). La existencia de diferencias estadísticas entre 
grupos a lo largo del tiempo se indica con diferentes letras, las letras en común indican que no hay 
diferencias significativas entre los puntos de muestreo. (P <0.05). *Indica diferencias significativas 
entre control y vacunados para un tiempo determinado. 
 El estudio de la actividad bactericida del suero de los peces vacunados con la vacuna 
bivalente AVAC PEC A. salmonicida/FM95 (dosis de 0,08 ml y de 0,1ml) demostró que ésta 
se mantiene en valores similares o superiores a la del suero de los peces control hasta el día 50 
post-vacunación, período a partir del cual se observó un descenso significativo (p<0,05), con 
independencia de la dosis de vacuna utilizada (Figura 48). 
La ruta de administración de la vacuna y su influencia sobre la eficacia de la 
inmunización fue otro de los factores analizados en este estudio (Ellis, 1989) (Experimento 3 
y 4). Con este fin, se llevó a cabo el experimento 3 de vacunación en lenguado, utilizando la 
vacuna monovalente frente a la tenacibaculosis Icthiovac-Tm y el experimento 4 en rodaballo, 
utilizando la vacuna bivalente anti tenacibaculosis-vibriosis AVAC PEC FM95/GAVA-3. 
Los ensayos de vacunación en lenguado (Experimento 3), demostraron que la administración 
de la vacuna mediante inyección en el seno dorsal medio (RPS= 51%) es el método más 
eficaz de inmunización (Tabla 57), no existiendo diferencias significativas (P<0,05) en cuanto 
a la eficacia con respecto a la inyección intramuscular o la inmersión. Los escasos niveles de 
protección observados en peces inmunizados por vía intracelómica pueden ser debidos a la 
imposibilidad de inocular la dosis de vacuna completa en los lenguados debido a la reducida 







Figura 48.- Actividad bactericida en peces no inmunizados y vacunados con 0,08 ml y 0,1 ml de la vacuna 
bivalente AVEC PEC A.salmonicida /FM95 en rodaballo. La existencia de diferencias estadísticas 
entre grupos a lo largo del tiempo se indica con diferentes letras, las letras en común indican que 
no hay diferencias significativas entre los puntos de muestreo. (P <0.05). * indica que existen 
diferencias significativas entre peces vacunados y peces control. 
 
Tabla 57.- Efecto de la ruta de inmunización sobre el grado de protección (RPS) alcanzado por los lenguados 





Rutas de administración de la 
vacuna 
Bacteria/dosis % Mortalidad RPS 
45 días 
 




Inyección seno dorsal medio (i.sdm) 41 51  
Inyección intracelómica (i.ic) 80 4  
Inmersión (inm) 49 40 
Control 83  
Porcentaje relativo de supervivencia (RPS)= 1- (%mortalidad en peces vacunados/% mortalidad en peces 
control)x100. La existencia de diferencias estadísticas entre grupos a lo largo del tiempo se indica con 
diferentes letras, las letras en común indican que no hay diferencias significativas entre los puntos de 
muestreo. (P <0.05).* indica que existen diferencias significativas entre peces vacunados y peces control. 
 
 El estudio de la actividad respiratoria de los granulocitos del riñón cefálico demostró 
que siete días tras la vacunación sólo los peces inmunizados por inyección intramuscular 
presentan un grado de activación (IE= 11,3) superior al observado en los peces control 
(IE=6,3) (Tabla 58). Transcurridos 15 días desde la inmunización las muestras de granulocitos 
provenientes de los peces inmunizados, independientemente de la vía de vacunación, no 
mostraron un incremento relevante en los índices de activación con respecto a los obtenidos 
con muestras de los peces control. Tan solo existe un incremento del grado de activación a los 
50 días post-vacunación en los peces vacunados en el seno dorsal medio. No se observaron 
diferencias significativas en el índice de estimulación de los granulocitos de peces vacunados 
y control o entre los diferentes grupos de peces vacunados durante el período analizado (7, 15 






Tabla 58.- Efecto de la ruta de administración de la vacuna sobre la actividad respiratoria de los granulocitos 
de riñón anterior en lenguados inmunizados con la vacuna Icthiovac-Tm. 
 
 En la Tabla 59 se muestran los resultados de la infección experimental para determinar 
el efecto de la ruta de inmunización sobre el grado de protección alcanzado por rodaballos 
vacunados con la vacuna bivalente AVAC PEC FM-95/GAVA 3. Se obtuvieron niveles 
moderados de protección (RPS entre 43,5 a 50) frente a la vibriosis en los peces vacunados 
por inyección (i.m, sdm e i.c), posiblemente debido al empleo de una dosis bacteriana 
demasiado elevada (1,4x1010 UFC/ml) para el tamaño de pez. El hecho de que  la mortalidad 
en los peces vacunados por inyección fuese siempre significativamente (p<0,05) inferior al de 
los peces control apoya esta hipótesis.  Además, se obtuvieron niveles de protección 
significativamente bajos frente a la vibriosis (RPS=6%) o nulos frente a la tenacibaculosis 
(RPS=0%) (p<0,05) cuando se utilizaba la vía de inmersión. Se obtuvieron resultados 
similares en el estudio de la eficacia frente a la tenacibaculosis. 
 
Tabla 59.- Efecto de la ruta de inmunización sobre el grado de protección alcanzado por rodaballos vacunados 





Grupos de peces Bacteria/dosis % Mortalidad RPS 
90 días 
 





Vacunados i.sdm(6 g) 42 50% 
Vacunados i.c (6 g) 48 43,5% 
VacunadosInm (3 g) 80 6% 
Control 85  





Vacunados i.sdm (6 g) 33 67% 
VacunadosInm (3 g) 100 0% 
Control 100  




 Los resultados del ensayo de determinación de los niveles de anticuerpos en suero de 
peces inmunizados con la vacuna AVAC PEC FM -95/GAVA 3 administrada por inyección e 
inmersión se muestran en la Figura 49. En los dos períodos analizados (30 y 50 días post-
vacunación) sólo los sueros de peces inmunizados por inyección en el seno dorsal medio 
mostraron niveles de anticuerpos frente a T. maritimum (AgCF LPV-1.7) superiores a los 





15 días  
post-vacunación     
50 días  
post-vacunación     
Vacunados i.sdm 10 6,20±0  4,10±1  22,47±12 
Vacunados i.c 10 7,82±3 4,43±2 ND 
Vacunados i.m 10 11,30±0  10,15±2  2,24±0 
Vacunados inm 10 7,90±0  ND 6,65±4 
Control 10 6,31±1  9,38±5  14,95±9 
Índice de estimulación (IE)= media geométrica de la intensidad de fluorescencia en leucocitos estimulados con 
PMA/media geométrica de la intensidad de fluorescencia en muestras no estimuladas.  El valor se expresa 




observados en peces control. En contraste, en todos los peces vacunados se detectaron niveles 
de anticuerpos frente a V. anguillarum (mezcla de antígenos AgCF R-82 y AgCF RG-111) 




Figura 49.- Niveles de anticuerpos en peces del grupo control y peces inmunizados por distintas vías (intra-
celómica, intra-muscular, y seno dorsal medio) de la vacuna bivalente AVAC PEC FM  -95/GAVA 3. 
Para los antígenos AgCF LPV-1.7 (A) y para la mezca de AgCF R-82 y AgCF RG-111 (B) 
 
 
Los resultados del estudio de la actividad respiratoria de los granulocitos de los 
rodaballos vacunados por inyección (i.m, i.sdm e i.c) con la vacuna AVAC PEC 
FM95/GAVA-3 (Experimento 4) se muestran en la Tabla 60. No se han observado diferencias 
significativas en la actividad respiratoria de  los granulocitos entre los grupos control y 











Tabla 60.- Efecto de la ruta de inmunización sobre la actividad respiratoria de los granulocitos de riñón 
anterior alcanzado por los rodaballos vacunados con la vacuna bivalente AVAC PEC FM-95/GAVA 3. 
 
 7.2.2.- Efecto de la temperatura en la respuesta inmunitaria 
 
En cuanto a los factores inherentes a la vacunación el último parámetro que se evaluó 
fue la influencia de la temperatura del agua en la eficacia de la inmunización con  la vacuna 
FM-95- AVAC PEC Aeromonas (Experimento 5). 
El cálculo del porcentaje relativo de supervivencia puso de manifiesto que los peces 
mantenidos a 16ºC muestran niveles de protección frente a la tenacibaculosis y a la 
furunculosis significativamente superiores a los observados en peces mantenidos a 14ºC 
(Tabla 61). 
 




 Los resultados del estudio de la actividad respiratoria de los granulocitos de los 
rodaballos vacunados por la vacuna FM-95- AVAC PEC Aeromonas se muestran en la Tabla 
62. Sólo se ha observado un incremento en la actividad respiratoria de los granulocitos de los 




Grupo de peces Nº Peces analizados 
IE 
Media± ES 
30 días post--vacunación 50 días  post-vacunación 
Vacunados i.m 10 31,6±0 74,34±4,6 
Vacunados i.sdm 10 12,8±8 51,6±6 
Vacunados i.c 10 100,0±11,0 ND 
Control 10 55,9±31 61,1±26 
Índice de estimulación (IE)= media geométrica de la intensidad de fluorescencia en leucocitos estimulados con 
PMA/media geométrica de la intensidad de fluorescencia en muestras no estimuladas.  El valor se expresa 
como la media ± Error Estándar (ES). ND; no determinado 










 LL01 8.3.8 
15 días 1,6x1011 ufc/ml 23%b 
30 días 1,4x1011 ufc/ml 9%a 
A. salmonicida  
IAs 06.1 
15 días 1,0x1011 ufc/ml 0%a 
30 días 1,4x1011 ufc/ml 0%a 
16ºC 
T. maritimum  
LL01 8.3.8 
15 días 1,6x1011 ufc/ml 50%b* 
30 días 2,4x1011 ufc/ml 23,5%b* 
A. salmonicida  
IAs 06.1 
15 días 1,0x1011 ufc/ml 50%b* 
30 días 4,9x1010 ufc/ml 47,4%b* 
Porcentaje relativo de supervivencia (RPS)= 1- (%mortalidad en peces vacunados/% mortalidad en peces control) x100. La 
existencia de diferencias estadísticas entre grupos a lo largo del tiempo se indica con diferentes letras, las letras en común 
indican que no hay diferencias significativas entre los puntos de muestreo. (P <0.05). *Diferencias entre el grupo de peces 




Tabla 62.- Efecto de la temperatura sobre la actividad respiratoria de los granulocitos de riñón anterior en 
rodaballos inmunizados con la vacuna FM95- AVAC PEC Aeromonas. 
 
 Los resultados de la evaluación de la actividad lisozima del suero de rodaballos 
inmunizados con la vacuna FM95- AVAC PEC Aeromonas y mantenidos a 14 y 16ºC se 
muestran en la Figura 51. La actividad lisozima del suero de los peces vacunados fue siempre 
superior a la observada en el suero de peces control, pero esta diferencia en actividad fue sólo 
significativa (p≤0,05) en el caso de los peces mantenidos a 16ºC.  
 
7.3.- Discusión 
 Las enfermedades infecciosas son uno de los principales factores limitantes para el 
desarrollo de la acuicultura. La prevención de los brotes de enfermedades es esencial para 
evitar pérdidas económicas graves y, por lo tanto, el desarrollo y/o perfeccionamiento de 
vacunas y estrategías de vacunación específicas para las especies de acuicultura es una 
necesidad imperiosa. Al igual que ocurre con otras vacunas veterinarias, una limitación 
esencial para el desarrollo de vacunas para acuicultura es la relación entre la eficacia en 
condiciones de campo y los costes. Los peces por lo general necesitan una dosis de antígeno 
grande en comparación con los animales terrestres por lo que los costos en vacunación son 
normalmente altos (Sommerset y col. 2005). Por ello, es esencial establecer cuál es la dosis 
necesaria y la vía idónea de administración de los antígenos para inducir una respuesta 
inmune protectora. Otro factor que puede influir en el desarrollo de la respuesta inmune y, por 
tanto, en la eficacia de la vacunación es la temperatura del agua de cultivo (Sommerset, 
2005).  
Por todo ello, en el presente estudio se han evaluado la influencia de parámetros 
relacionados con la administración de las vacunas (dosis y vías) y factores ambientales en el 
desarrollo de la respuesta inmune de los peces, con el fin de desarrollar estrategias de 
vacunación más eficaces y adaptadas a las especies de peces en cultivo. 
 
 
Grupo de peces Nº Peces  
IE a 14 ºC 
Media± ES 
15 días  
post-vacunación 
30 días  
post-vacunación      
Control 10 240±41a* 28,0±10b 
Vacunados 10 186±64a B 19±16bA 
Grupo de peces Nº Peces  
IE a 16 ºC 
Media± ES 
15 días  
post-vacunación 
30 días  
post-vacunación 
Control 10 97±5,2 a* 66,8±35 a* 
Vacunados 10 176±10 aB 247±42 aB 
IE, Índice de estimulación = media geométrica de la intensidad de fluorescencia en leucocitos estimulados con PMA/media 
geométrica de la intensidad de fluorescencia en muestras no estimuladas. La existencia de diferencias estadísticas entre 
grupos a lo largo del tiempo se indica con diferentes  letras minúsculas La existencia de diferencias estadísticas entre grupos 
de peces vacunados a 14 y a 16ºC se indican con diferentes letras mayúsculas. Las letras en común indican que no hay 
diferencias significativas entre los tiempos de muestreo/grupos de peces. (P <0.05).  *Existencia de diferencias significativas 







Figura 50.- Actividad lisozima en el suero de rodaballos inmunizados con la vacuna FM95- AVAC PEC Aeromonas 
y mantenidos a 14 y 16ºC. La existencia de diferencias estadísticas entre grupos a lo largo del 
tiempo se indica con diferentes letras, las letras en común indican que no hay diferencias 
significativas entre los puntos de muestreo. (P <0.05). * indica que hay diferencia significativa 














 El efecto de la dosis se evaluó en rodaballo utilizando la vacuna monovalente anti-T. 
maritimum Icthiovac-Tm administrada en dosis de 0,1 ml/pez y 0,2 ml/pez, y la vacuna 
bivalente AVAC PEC Aeromonas/FM-95 administrada en dosis de 0,08 ml y 0,1 ml.  
 Los resultados obtenidos indicaron que, con independencia de la dosis de vacuna 
utilizada, no existen diferencias significativas en cuanto a la eficacia de la inmunización a 
nivel de supervivencia de los peces (ensayos de laboratorio y campo con la vacuna Icthiovac 
TM y ensayos de laboratorio con la vacuna bivalente AVAC PEC Aeromonas/FM-95), 
respuesta inmune celular (valorada en base a la actividad estallido estallido respiratorio de los 
granulocitos) y humoral no específica (actividad lisozima y bactericida del suero) y específica 
(título de anticuerpos específicos). Estos resultados sugieren que la dosis de 0,1 ml puede ser 
considerada como óptima en procesos de inmunización del rodaballo frente a la 
tenacibaculosis y furunculosis, lo que representaría un considerable ahorro en los costes 
destinados al control sanitario de estas patologías en las granjas de cultivo.  
 Por otra parte, se observó que los sueros de peces vacunados con la vacuna bivalente 
AVAC PEC Aeromonas/FM-95 muestran valores de actividad lisozima superiores a los 
observados en peces control, siendo estas diferencias significativas a partir de los 90 días 
post-inmunización. Estos resultados concuerdan con otros estudios en los cuales se refleja que 
la inmunización con bacterinas frente a A. salmonicida (Ackerman y col, 2000), la 
administración de inmunoestimulantes (Santarém y col., 1997; Villamil y col., 2003) y 
adyuvantes (Chen y col., 1998) o la inoculación de productos extracelulares bacterianos 
(ECPs) de Mycobacterium spp. (Chen y col., 1998) inducen una alta actividad lisozima. 
 La ruta de inmunización elegida es fundamental a la hora de estimular una respuesta 
inmune protectora frente a las bacterias patógenas (Ellis, 1989; Penagos, 2009). Estudios 
previos en Tilapia (Silva y col.,2009) indican que la ruta de administración de las vacunas 
puede condicionar el tipo de respuesta inmunológica y hematológica. En el presente estudio 
se ha evaluado la influencia de la ruta de vacunación con dos especies diferentes, rodaballo y 
lenguado. En los ensayos de vacunación en lenguado se utilizó la vacuna monovalente anti-
tenacibaculosis Icthiovac-Tm y en rodaballo la vacuna bivalente anti tenacibaculosis-vibriosis 
AVAC PEC FM95/GAVA-3, empleando cuatro vías de inmunización (inyección 
intramuscular, inyección en seno dorsal medio, inyección intracelómica e inmersión). En 
ambos ensayos se observó que la vacunación por inyección en el seno dorsal medio es el 
método de vacunación más eficaz.  
 Un hecho sorprendente fue el bajísimo nivel de protección observado en los lenguados 
inmunizados por vía celómica tan solo un valor de RPS de 4%. Estos resultados podrían ser 
debidos a limitaciones anatómicas inherentes a la especie y/o talla de pez (5,5 g) utilizada en 
el estudio y que imposibilitan la retención en su cavidad celómica de dosis de vacuna iguales 
o superiores a 0,1 ml. Según Penagos (2009), el rango mínimo de peso recomendado para la 
administración intraperitoneal de vacunas es de 15 g de peso. Asimismo, Evans y col. (2004) 
demostraron que en el caso de tilapias la respuesta inmune es notablemente menor en peces de 
5 g respeto a los de 30 g, independientemente de la vía de inmunización.  
 Además, se obtuvieron niveles de protección significativamente bajos frente a la 
vibriosis o nulos frente a la tenacibaculosis cuando se utilizaba la vía de inmersión como 
método de inmunización. Evans y col (2004) obtuvieron resultados similares en tilapia 
utilizando una vacuna elaborada con células y productos extracelulares inactivados con 
formaldehido de la bacteria Streptococcus agalactiae. Estos resultados podrían deberse a la 
baja absorción de antígenos por parte de los peces (Bader y col., 1997; Grabowski y col., 
2004) o al hecho de que, al utilizar la vía intracelómica en la infección experimental de peces 





y el moco que recubre la superficie corporal del pez (Secombes y Olivier, 1997; Evans y col. 
2004; Magnadóttir, 2006). Estas variaciones en la resistencia de los peces a desarrollar la 
enfermedad en función de la vía de infección puede reflejar la existencia de diferencias 
cualitativas y/o cuantitativas en los componentes de protección presentes en el moco y suero 
(Maki y Dickerson, 2003; Magnadóttir, 2006).  
 Con respecto al resto de los parámetros evaluados, los niveles de anticuerpo 
específicos frente a T. maritimum y V. anguillarum en el suero de peces vacunados fueron 
superiores a los observados en peces control, siendo estos valores más elevados en los peces 
inmunizados mediante inyección en el seno dorsal medio. Estos resultados concuerdan con los 
descritos por otros investigadores (Secombes, 1994, Kitlen y col., 1997; Villamil y col. 2002), 
y confirman la existencia de correlación entre grado de protección alcanzado por los peces y 
la respuesta inmune humoral específica. 
 El último factor evaluado en este capítulo fue la influencia de un factor ambiental, la 
temperatura del agua, en la eficacia de la vacunación con la vacuna bivalente FM-95- AVAC 
PEC Aeromonas. Estudios previos indican que éste factor afecta a la mayoría de los aspectos 
de la fisiología de los peces, incluyendo la adquisición de la inmunidad, por lo que se debe 
tener en cuenta a la hora de establecer estrategias en caminadas a estimular el desarrollo de la 
respuesta inmune contra el patógeno (Ellis, 1989; BlyL. 1992; Ferguson, 2006).  El efecto de 
la temperatura ambiental en el sistema inmune de teleósteos varía en función de la duración y 
magnitud del cambio de temperatura y de las especies de peces, pero, en general, las 
temperaturas más bajas conducen a una parada o ralentización reversible de los mecanismos 
de respuesta inmunitaria (Abram y col., 2017). 
 En el presente estudio se ha evaluado el efecto de la temperatura en el desarrollo de la 
respuesta inmune protectora frente a los patógenos T. maritimum y A. salmonicida en 
rodaballo inmunizados con la vacuna bivalente FM-95- AVAC PEC Aeromonas, así como el 
efecto de este factor ambiental sobre parámetros del sistema inmune innato y adaptativo. Las 
temperaturas que se seleccionaron para este ensayo fueron 14 y 16ºC, que son las que se 
suelen alcanzar en la zona de ubicación de la piscifactoría donde se realizó el estudio, y por 
tanto, las interesantes a nivel comercial. Además, dado que las granjas de rodaballo son 
instalaciones en tierra con bombeo continuo de agua (Svåsand et al., 2004), el mantenimiento 
de temperaturas más altas en los tanques de producción supondría un coste excesivo y no 
asumible.  
 El porcentaje relativo de supervivencia, la actividad lisozima del suero y la actividad 
estallido respiratorio de los granulocitos de los peces vacunados y mantenidos a 16ºC fue 
superior a la de los peces mantenidos a 14ºC. Aunque en este ensayo no se han determinado 
los niveles de anticuerpos específicos, estudios realizados en trucha arcoíris vacunadas con 
una bacterina frente a Yersinia ruckeri han revelado que la respuesta inmune humoral 
específica se reduce considerablemente a bajas temperaturas (Raida and Buchmann (2007), 
con valores mínimos a 5ºC con respecto a 15ºC y 25ºC. En consecuencia, dependiendo de la 
temperatura del agua, la vacunación debe realizarse dentro de un período de tiempo mínimo 
antes de que los peces puedan sufrir una exposición a patógenos con el fin de evitar el riesgo 
















La acuicultura es en la actualidad uno de los sectores de producción animal con mayor 
desarrollo y potencial de crecimiento a nivel mundial (FAO, 2014). La intensificación de la 
industria acuícola y la diversificación de las especies en cultivo se ha visto acompañada de la 
aparición de enfermedades infecciosas (Santos, 2005; Toranzo y col., 2005), que causan 
pérdidas económicas significativas para la industria. Las enfermedades infecciosas de 
etiología bacteriana son las principales responsables de problemas patológicos que afectan a 
las poblaciones de peces en cultivo (Santos, 2005; Toranzo y col., 2005). La prevención y el 
control de las patologías son por ello una de las prioridades para el mantenimiento y el 
progreso del sector. El desarrollo y establecimiento de métodos eficaces de prevención y 
control de enfermedades infecciosas en acuicultura requiere la identificación de los agentes 
etiológicos que afectan a los peces cultivados, la instauración de buenas prácticas de manejo, 
una nutrición adecuada y el establecimiento de medidas profilácticas basadas en la 
vacunación (Gudding y col., 2014).  
En consecuencia el primer aspecto abordado en este trabajo fue la identificación de las 
principales especies bacterianas asociadas a mortalidades en las granjas de cultivo de 
rodaballo y lenguado de Galicia.  
En contrate con lo descrito para especies de peces cultivados en otras áreas 
geográficas (Zorrilla y col., 2003; Toranzo y col., 2005), el microorganismo aislado con 
mayor frecuencia a partir de rodaballos y lenguados enfermos en piscifactorías de Galicia fue 
Tenacibaculum maritimum sólo o en asociación con miembros del género Vibrio (V. 
splendidus, V. pelagius V. harveyi y V. alginolyticus). Los principales serotipos de T. 
maritimum causantes de tenacibaculosis fueron el O1 y el O2 en lenguado y el O1 y el O3 en 
rodaballo. El serotipo O1 también ha sido descrito como el principal agente de tenacibaculosis 
en diferentes especies de peces marinos por Fernández-Álvarez y col., (2018).  
A. salmonicida subsp. salmonicida, el agente etiológico de la furunculosis clásica, sólo 
fue detectada en alguna de las instalaciones dedicadas al cultivo de rodaballo a lo largo del 
período en estudio (2002 al 2007). Esta bacteria ha sido descrita como agente causal de 
furunculosis en lenguados mantenidos con el mismo sistema de recirculación de agua 
empleado para los rodaballos (Magariños y col. 2011), poniendo de manifiesto la necesidad 
de un análisis previo de la susceptibilidad a enfermedades de las especies que se pretendan 
mantener en co-cultivo. El aislamiento en el presente estudio de V. anguillarum y P. damselae 
subsp. piscicida a partir de muestras de lenguados enfermos mantenidos en co cultivo con 
doradas, refuerza la necesidad de este tipo de estudios, particularmente cuando se pretenden 
introducir nuevas especies de peces en una instalación. 
Con el fin de valorar el riesgo potencial para los cultivos de rodaballo y lenguado de 
las especies bacterianas aisladas con mayor frecuencia durante el presente estudio, se 
realizaron infecciones experimentales utilizando ambas especies de peces como modelo 
experimental y cepas representativas de T. maritimum, A. salmonicida subsp. salmonicida, P. 
damselae subsp piscicida, V. anguillarum, V. splendidus, V. pelagius y V. alginolyticus. Los 
resultados obtenidos indican que, excepto V. alginolyticus, todas las cepas de las especies 
analizadas eran virulentas y producían mortalidad al ser inoculadas por vía intramuscular en 





El estudio de parámetros hematológicos e inmunológicos de los peces se ha 
incrementado notablemente en los últimos años con el fin de buscar marcadores útiles de 
estrés y/o enfermedad. Además, el conocimiento del sistema inmune de los peces es básico 
para el desarrollo de métodos de prevención de las enfermedades (Blaxhall, 1972; Rehulka, 
2002; Martins y col. 2004; Failde y col., 2013; 2014; Coscelli, 2014). Por ello, se necesitan 
técnicas rápidas, sensibles y no cruentas que permitan obtener información fiable sobre el 
estado de salud de los peces y que puedan ser utilizadas como alternativa al uso de animales 
de experimentación para valorar la respuesta del sistema inmunitario de los peces tras la 
administración de vacunas. Con el fin de disponer de métodos analíticos apropiados para 
valorar el efecto de la infección y de la vacunación sobre el sistema inmunitario del rodaballo 
y lenguado, en el presente estudio se han optimizado técnicas basadas en espectrofotometría y 
en citometría de flujo para el análisis de  parámetros hematológicos y del sistema inmune 
innato humoral y celular. 
En este estudio se ha demostrado que la infección experimental con T. maritimum 
produce un leve descenso del hematocrito. Estos resultados concuerdan con los descritos en 
infecciones experimentales con otras bacterias patógenas como Enterococcus sp. (Martins y 
col., 2008), Streptococcus iniae (Chen y col., 2004), Vibrio anguillarum (Harbell y col., 
1979)y Aeromonas spp. (Brenden and Huizinga, 1986; Harikrishnan y col., 2003), en los que 
la reducción del hematocrito se asocia con la anemia producida por las hemorragias o por la 
destrucción de eritrocitos debido a la acción de las hemolisinas bacterianas. De hecho, 
estudios previos indican que T. maritimum produce hemolisinas con capacidad para lisar 
eritrocitos de diferentes especies de peces y animales homeotermos (Pazos 1997) y que la 
inoculación en peces de las hemolisinas purificadas a partir de los productos extracelulares de 
la bacteria producen mortalidad. 
En cuanto al estudio de las poblaciones celulares, se han observado variaciones en la 
proporción de linfocitos y granulocitos  tras la infección experimental con T. maritimum, lo 
que sugiere una activación de la inmunidad innata (Clem y col., 1985; Secombes, 1994;Van 
Muiswinkel 1995; Pathiratne y Rajapakshe, 1998). En estudio previos en salmón Atlántico se 
han descrito cambios en la composición de leucocitos después de la vacunación de los peces 
con una vacuna viva frente a Cryptobia salmositica (Chin y col. 2005).  
La lisozima es una molécula de defensa del sistema inmunológico innato, que 
desempeña un importante papel en la protección contra la invasión microbiana gracias a su 
actividad lítica contra las bacterias (Saurabh y Sahoo, 2008). En el presente estudio se 
observó que la actividad lisozima del suero de peces infectados con T. maritimum se 
incrementaba significativamente con respecto a los valores observados en el suero de peces 
control, indicando la importancia de la lisozima en el control de la infección causada por esta 
bacteria. También se observó un incremento en la actividad de esta enzima tras la 
inmunización de los peces con vacunas mono y bivalentes frente a la tenacibaculosis, 
vibriosis y furunculosis. Estos resultados concuerdan con estudios previos en los cuales la 
administración de bacterinas e inmunostimulantes (Santarém y col, 1997), bacterias y 
productos extracelulares bacterianos (ECPs) producían un incremento de la actividad lisozima 
del suero de trucha arcoiris (Ackerman y col. 2000, Skov y col., 2012), tilapia del Nilo (Chen 
y col., 1998) y carpas infectadas con Aeromonas punctata (Siwicki y Studnicka, 1987), 
salmón atlántico infectado experimentalmente con A. salmonicida (Moyner y col. 1993) o 
rodaballo infectado con Vibrio pelagius (Villamil y col., 2003) o con Mycobacterium spp. 






Con respecto a la respuesta inmune humoral específica, no se han observado 
diferencias significativas entre los niveles de anticuerpos específicos entre peces control y 
vacunados, lo que sugiere que, además de los anticuerpos, otros componentes humorales o 
celulares pueden ser responsables de la respuesta inmune protectora frente a T. maritimum en 
rodaballo. 
El principal componente de la inmunidad innata celular lo constituyen los macrófagos, 
que aparecen de manera temprana en las inflamaciones y en muchos casos sirven de vehículo 
a los patógenos para llegar a diferentes órganos y evitar ser destruidos (Penagos,, 2009, 
Pulido, 2004). En el presente estudio se ha observado que los macrófagos de peces infectados 
con T. maritimum muestran un grado de activación similar o inferior a los observados en 
peces control, lo cual sugiere que estos microorganismos podrían tener capacidad para 
sobrevivir en el interior de los macrófagos inhibiendo o eludiendo el estallido oxidativo. La 
capacidad de supervivencia en el interior de los macrófagos ha sido ya descrita en otras 
bacterias patógenas de peces como Renibacterium salmoninarum (Campos-Pérez y col., 
1997) y Aeromonas salmonicida (Stave y col., 1985; Sakai y col., 1993; Barnes y col., 1999; 
Boesen y col., 2001).  
Tampoco se observaron incrementos en la actividad estallido respiratorio tras la 
inmunización con vacunas monovalentes anti-tenacibaculosis y con vacunas bivalentes anti-
tenaciculosis-vibriosis o anti-tenacibaculosis-furunculosis. Estos resultados unidos a la falta 
de una potente respuesta inmune específica sugieren que alguno de los antígenos presentes en 
las bacterinas pueden actuar reduciendo la respuesta inmune. Un efecto similar se ha 
observado cuando se administran a peces salmónidos vacunas anti R. salmoninarum que 
contiene la proteina P57 (Sakai y col, 1993b). 
En el estudio del efecto de los parámetros relacionados con la producción (lote y 
estabilidad de lote) se empleó una vacuna acuosa (FM-95) frente al serotipo O2 de T. 
maritimum. Los resultados obtenidos demostraron que el lote de producción y el tiempo 
transcurrido tras la producción de la vacuna (0 a 27 meses) no afectan a la eficacia de la 
vacunación valorada mediante la realización de ensayos in vivo (infecciones experimentales) e 
in vitro (determinación del título de anticuerpos y de la actividad estallido respiratorio de los 
macrófagos renales). Así, se ha demostrado que los rodaballos inmunizados por inyección con 
los tres lotes de la vacuna FM-95 muestran niveles de protección elevados  (rango de RPS= 
80-100%) que se mantienen transcurridos seis meses después de la vacunación (RPS= 68-
82%) cuando se utiliza la vía de inyección para la realización del reto infeccioso. Estos 
resultados contrastan con los descritos en salmón atlántico por van Gelderen y col., (2009) 
quienes, tras la realización de un reto infeccioso por baño, observaron niveles de 
supervivencia (RPS) del 28% o superiores al 70% transcurridos 27 días desde la inmunización 
de los peces con una vacuna acuosa o con una vacuna con el adyuvante oleoso incompleto de 
Freund, respectivamente. Las divergencias observadas entre ambos estudios pueden atribuirse 
al uso de diferentes especies de pez como modelo experimental y de diferentes vacunas así 
como de distintas cepas bacterianas y rutas de infección.  En base a todos estos datos se 
podría considerar que la vacuna acuosa monovalente frente a T. maritimum FM-95 es estable 
y eficaz y podría ser utilizada para  la prevención de la tenacibaculosis en rodaballo. 
Estudios sobre la variabilidad antigénica de la especie T. maritimum (Pazos, 1997; 
Santos y col., 1999; Toranzo y col., 2005; Avendaño-Herrera y col. 2006; Castro y col., 2007) 
sugieren que la inclusión de antígenos de cepas representativas de los principales serotipos 
asociados a mortalidades en peces podría mejorar la eficacia de la actual vacuna frente a la 
tenacibaculosis compuesta por antígenos de la cepa LPV1.7 (serotipo O2) (Pazos 1997, 




vacunas anti-tenacibaculosis marina elaboradas con una cepa de T. maritimum del serotipo O2 
(vacuna FM-95) o con tres cepas de T. maritimum de los serotipos O1, O2 y O3 (vacuna TM-
3) en rodaballo. Los resultados obtenidos indican que, aunque no existe competencia 
antigénica, la inmunización de los peces con la vacuna TM-3 no incrementa los niveles de 
eficacia con respecto a los obtenidos con la vacuna monovalente FM-95.  
Como los serotipos de T. maritimum que afectan a las especies de salmónidos y de 
peces marinos (rodaballo, la lubina, el besugo y el lenguado) pueden ser diferentes (Pazos, 
1997; Santos y col, 1999; Avendaño-Herrera y col, 2006) las vacunas diseñadas para una 
especie de pez no deberían ser utilizadas para otras especies sin una evaluación previa de su 
eficacia. Con el fin de esclarecer este aspecto en el presente estudio se determinó el grado de 
protección alcanzado por lenguados inmunizados con las vacunas monovalentes FM-95 
(LPV1.7 del serotipo O2, aislada de rodaballo) y TM-1 (LL01 8.3.8 del serotipo O1, aislada 
de lenguado). Los resultados de la infección experimental demostraron que ambas vacunas 
confirieron niveles elevados de protección (RPS superiores al 85%) frente a la tenacibaculosis 
al lenguado. Estos resultados sugieren que el uso de vacunas monovalentes anti-T. maritimum 
formuladas con antígenos de una cepa virulenta representativa de uno de los serotipos 
patógenos de esta especie bacteriana puede ser de utilidad en la prevención de la 
tenacibaculosis en ambas especies de peces. Estos resultados contrastan con los publicados 
para las vacunas frente a la vibriosis causada por V. anguillarum en bacalao (Mikkensel y col. 
2011) y rodaballo (Santos y col, 1991) en los que las vacunas monovalentes (compuestas por 
antígenos de un solo serotipo o subgrupo serológico) conferían niveles de protección 
inferiores a los obtenidos con las vacunas trivalentes (compuestas por antígenos de varios 
serotipos y/o subgrupos serológicos). 
Existen evidencias de que los antígenos y  otros componentes de las vacunas pueden 
interactuar de forma sinérgica o antagónica y pueden estimular, reaccionar de forma cruzada, 
inhibir o incluso suprimir la respuesta inmune a antígenos específicos (Busch, 1997). Se debe 
conocer el efecto sobre el sistema inmune de los peces de la administración de vacunas 
combinadas o polivalentes o de la administración secuencial de vacunas (Greger y Goodrich, 
1999; Santos, 2005; Toranzo y col., 2005; 2009), debido a la posibilidad de que  se produzcan 
fenómenos de competencia antigénica. A la vista de los resultados obtenidos en el presente 
estudio con las vacunas combinadas AVAC PEC Aeromonas/FM-95 y AVAC PEC FM-
95/GAVA-3, podemos afirmar que no presentan efectos antagónicos y que se podrían utilizar 
vacunas divalentes en una sola dosis para inmunizar a los peces frente a la furunculosis-
tenacibaculosis y frente a la vibriosis-tenacibaculosis, reduciéndose los costes de 
manipulación para la granja, además de minimizar el estrés provocado a los peces durante los 
procesos de inmunización. Estudios previos han demostrado la efectividad de vacunas 
divalentes contra la vibriosis causada por V. anguillarum y la fotobacteriosis producida por P. 
damselae subsp. piscicida en dorada (Moriñigo y col. 2002) y lubina (Gravningen, 1998). 
Por último, se han evaluado la influencia de parámetros relacionados con la 
administración de las vacunas (dosis y vías) y factores ambientales en el desarrollo de la 
respuesta inmune de los peces, con el fin de desarrollar estrategias de vacunación más 
eficaces y adaptadas a las especies en cultivo. Los resultados obtenidos permiten concluir que 
la administración mediante inyección de vacunas (mono o bivalentes en dosis de 0,1 ml 
confiere niveles notables de protección frente a la furunculosis, tenacibaculosis y vibriosis en 




1. La especie bacteriana aislada con  mayor frecuencia a partir de rodaballo y lenguado
cultivados en piscifactorías de Galicia durante el período en estudio (2002-2007) fue
T. maritimum, sola o en combinación con diferentes especies del género Vibrio. En el
caso de rodaballo se aisló también A. salmonicida subsp. salmonicida en algunas
plantas de cultivos. Todas ellas fueron virulentas en rodaballo y lenguado.
2.
Las técnicas para el estudio de parámetros hematológicos (hematocrito y poblaciones
celulares) e inmunológicos (actividad lisozima y estallido respiratorio de los
granulocitos), optimizadas en el presente estudio, son de utilidad para evaluar el
estado de salud de los peces y su respuesta inmunitaria frente a la infección y la
vacunación.
3.
La infección experimental de rodaballos con T. maritimum produce cambios en el
hematocrito y en la población de leucocitos e incrementos en las actividades lisozima
y estallido respiratorio.
4.
Los parámetros de producción y la composición antigénica (vacunas mono o
bivalentes) de la vacuna no afectan a la eficacia de la inmunización frente a la
tenacibaculosis. Por tanto, el uso de vacunas anti-T. maritimum, formuladas con
antígenos de una cepa virulenta representativa de uno de los serotipos patógenos de
esta especie bacteriana, puede ser de utilidad en la prevención de la tenacibaculosis.
5.
La vía de administración de la vacuna y la temperatura de mantenimiento de los peces
tras la inmunización afectan al desarrollo de la respuesta inmune protectora.
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